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Papillary thyroid cancer (PTC) is the most common malignancy of the endocrine system. 
The increased incidence of PTC in patients with thyroiditis suggests that inflammation might be a 
risk factor for thyroid neoplastic transformation, however, it is still under dabate. Chemokines 
and their receptors have been mainly described in inflammatory cell chemotaxis and cancer 
dissemination. CXCR3 signaling throught its ligands (CXCL9, CXCL10 and CXCL11) plays an 
important role in the initial stage of autoimmune thyroiditis. Recently, CXCR3 upregulation has 
been reported in many human tumors suggesting a protumoral role for this receptor. CXCR3 may 
have divergent effects on tumor cells in part dictated by the array of two functionally CXCR3 
splicing variants; CXCR3A (protumoral) and CXCR3B (proapoptotic). However, it is still 
unknown whether these variants have a role in PTC development or progression and their relation 
with inflammation. In this thesis, it was hypothesized that an alteration on CXCR3 variants 
expression profile could promote PTC development or progression. To study the correlation 
between CXCR3 and its ligands with thyroid neoplasia, their expression was evaluated in benign 
thyroid tumors and PTC. In order to evaluate the CXCR3A and CXCR3B signaling mechanism, 
we performed in vitro assays and determined their relation with the proto-oncogenic RET 
receptor. Thus we transfected the Nthy-ori-3-1 cell line (normal epithelial cell from human 
thyroid) with expression plasmids for each variant or with siRNA for CXCR3 (CXCR3-siRNA). 
Further we treated the cells with a CXCR3 antagonist, interferon gamma (IFN-γ), kinase 
inhibitors  and/or the CXCL10-CXCL11 ligands and the we evaluated kinases activation and cell 
proliferation. Results showed an increase of CXCL10 (conditioned to thyroiditis) and CXCR3A 
in non-metastatic PTC (nMPTC) biopsies and in TPC-1 (human PTC derived epithelial cells). In 
Nthy-ori-3-1, IFN- γ incremented the CXCL10 levels, while CXCR3 antagonist lowered cell 
proliferation by 30%. CXCR3A overexpression potentiated CXCL10-CXCL11 induced cell 
proliferation while CXCR3-siRNA and RET inhibitor showed the opposite effect to a similar 
magnitude. Finally, the antagonist and CXCR3-siRNA reverted CXCL10-CXCL11 mediated 
RET and AKT activation. These results show that the inflammatory environment (IFN-
γ/CXCL10) induces the RET receptor transactivation through CXCR3A increasing proliferation, 




El cáncer papilar de tiroides (CPT) es la neoplasia más frecuente del sistema endocrino. 
El aumento de incidencia de CPT en pacientes con tiroiditis sugiere que la inflamación es un 
factor de riesgo del desarrollo del cáncer de tiroides, sin embargo, aún es un tema de bastante 
controversia. Las quimioquinas y sus receptores han sido principalmente descritas en la 
quimiotaxis de células inflamatorias y en la diseminación del cáncer. La señalización del receptor 
CXCR3 por sus ligandos CXCL9, CXCL10, y CXCL11 se ha estudiado en la inmunidad tumoral 
y en el inicio de la inflamación crónica de la tiroides (tiroiditis). Recientemente, se ha descrito un 
aumento de CXCR3 en distintos tumores sugiriendo una función pro-tumorigénica. CXCR3 
presenta respuestas celulares antagónicas en parte por la presencia de dos variantes de splicing, 
CXCR3A (pro-tumoral) y CXCR3B (pro-apoptótica). Sin embargo, se desconoce la función de 
estas variantes en el desarrollo y progresión del cáncer papilar de tiroides y su relación con la 
inflamación. En esta tesis se propone la hipótesis de que una alteración en el perfil de expresión 
de las variantes de CXCR3 promueve el desarrollo y progresión del CPT. Para estudiar la 
correlación de CXCR3 y sus ligandos con neoplasias de tiroides, se evaluó su expresión en 
tumores benignos y de CPT. Para evaluar el mecanismo de señalización de CXCR3A y CXCR3B, 
se realizaron ensayos in vitro y se determinó su relación con la activación del receptor proto-
oncogénico RET. Para ello, se transfectó la línea celular Nthy-ori-3-1 (células epiteliales 
normales de tiroides humana) con plásmidos de expresión para cada variante o con siRNA para 
CXCR3 (siRNA-CXCR3). Además se trataron las células con un antagonista de CXCR3, 
interferón gamma (IFN-γ), inhibidores de quinasas y/o con los ligandos CXCL10-CXCL11 y se 
evaluó la activación de quinasas y la proliferación celular.Los resultados mostraron un aumento 
de CXCL10 (condicionado a la tiroiditis) y CXCR3A en biopsias de CPT no metastásico 
(CPTnM) y en TPC-1 (células epiteliales derivadas de CPT humano). En Nthy-ori-3-1, un 
estímulo con IFN-γ aumentó los niveles de CXCL10, mientras que el antagonista de CXCR3 
disminuyó la proliferación celular. La sobre-expresión de CXCR3A potenció la proliferación 
celular inducida por CXCL10-CXCL11 mientras que el siRNA-CXCR3 y el inhibidor de RET 
mostraron el efecto contrario. Finalmente, el antagonista y el siRNA-CXCR3 revirtieron la 
activación de RET y de AKT mediada por CXCL10-CXCL11. Estos resultados sugieren que el 
ambiente inflamatorio promueve la señalización de CXCR3 y la transactivación de RET a través 





aa  : Aminoácido. 
AC  : Adenilato ciclasa. 
AKT  : Proteína quinasa B. 
AMPc  : Adenosin monofosfato cíclico. 
B  : Nódulo benigno. 
BDNF  : Factor neurotrófico derivado de cerebro 
BRAF  : Gen que codifica al proto-oncogén B-Raf. 
CCR3  : Receptor de quimioquinas 3 con motivo C-C. 
CCR7  : Receptor de quimioquinas 7 con motivo C-C. 
cDNA  : Acido desoxiribonucleico complementario. 
CMT  : Cáncer medular de tiroides. 
CPT  : Cáncer papilar de tiroides. 
CPT-VCA : Cáncer papilar de tiroides variante de células altas. 
CPT-VCH : Cáncer papilar de tiroides variante de células de Hurthle. 
CPT-VED : Cáncer papilar de tiroides variante esclerosante difusa. 
CPT-VF : Cáncer papilar de tiroides variante folicular. 
CPT-VU : Cáncer papilar de tiroides variante usual. 
CPTnM : Cáncer papilar de tiroides no metastásico. 
CPTM  : Cáncer papilar de tiroides metastásico. 
CXCL4 : Quimioquina 4 con motivo C-X-C. 
CXCL9 : Quimioquina 9 con motivo C-X-C. 
CXCL10 : Quimioquina 10 con motivo C-X-C. 
CXCL11 : Quimioquina 11 con motivo C-X-C. 
CXCL12 : Quimioquina 12 con motivo C-X-C. 
CXCR3 : Receptor de quimioquinas 3 con motivo C-X-C. 
CXCR3-alt : Variante alt de receptor de quimioquinas 3 con motivo C-X-C. 
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CXCR3A : Variante A de receptor de quimioquinas 3 con motivo C-X-C. 
CXCR3B : Variante B de receptor de quimioquinas 3 con motivo C-X-C. 
CXCR4 : Receptor de quimioquinas 4 con motivo C-X-C. 
DNA  : Ácido desoxirribonucleico. 
dNTP  : Desoxinucleótido trifosfato. 
EGFR  : Receptor de factor de crecimiento epidermal. 
Gαi  : Isoforma i de la subunidad alfa de proteína G. 
Gαs  : Isoforma s de la subunidad alfa de proteína G. 
Gβγ  : Complejo de subunidades beta y gamma de proteína G. 
GDNF  : Factor neurotrófico derivado de la glía. 
GFR  : Receptor de factor de crecimiento. 
GFR-α  : Receptor alfa de la familia de GDNF. 
GPCR  : Receptor acoplado a proteínas G. 
HER2  : Receptor 2 de factor de crecimiento epidermal humano. 
HMEC-1 : Línea celular de endotelio microvascular humano. 
HO-1  : Hemo oxigenasa-1. 
IF  : Inmunoflorescencia. 
IFN-ɣ  : Interferón gamma. 
IHQ  : Inmunohistoquìmica. 
kDa  : Kilo Dalton 
MAPK  : Quinasas de proteína activadas por mitógeno. 
mRNA: : Ácido ribonucleico mensajero. 
NK  : Células “natural killer”. 
P38  : Quinasa de proteina P38 activada por mitógeno. 
PGE2  : Prostaglandina E2. 
PI3K  : Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa. 
PLC  : Fosfolipasa C. 
qPCR  : Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa. 
RAS  : GTPasa pequeña de la familia RAS. 
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RET  : Proto-oncogén receptor tirosina quinasa RET. 
RET/PTC : Fusión quimérica de RET con genes genéricos de expresión constitutiva. 
RNA  : Ácido ribonucleico. 
RTK  : Receptor tirosina quinasa. 
TCH  : Tiroiditis crónica de Hashimoto. 
TCL-B  : Tejido contralateral de nódulo benigno. 
TCL-CPT : Tejido contralateral de cáncer papilar de tiroides. 
TCL-CPTnM : Tejido contralateral de cáncer papilar de tiroides no metastásico. 
TCL-CPTM : Tejido contralateral de cáncer papilar de tiroides metastásico. 
Th-1  : Linfocito T “helper” tipo 1. 
TNF-α  : Factor de necrosis tumoral alfa 
TPC-1   : Células epitelial derivada de cáncer papilar de tiroides. 
TrkA  : “Tropomyosin-related tirosine kinase receptor A” 
TrkB  : “Tropomyosin-related tirosine kinase receptor A” 
VEGF  : Factor de crecimiento vascular endotelial 
Y905  : Tyrosina 905 del receptor RET. 
Y1062  : Tyrosina 1062 del receptor RET. 





4.1. El cáncer papilar de tiroides. 
El cáncer de tiroides es la neoplasia maligna más frecuente del sistema endocrino (Jemal et 
al., 2010) y aunque tiene buen pronóstico, existe un subgrupo de pacientes que desarrolla 
metástasis en los linfonodos y/o recurrencia (Carneiro et al., 2015). Durante los últimos años se 
ha reportado un aumento significativo en la tasa de incidencia del cáncer de tiroides, tanto a nivel 
global como local (Kondo et al., 2006; Nikiforov y Nikiforova, 2011; Pellegriti et al., 2013; 
Sapunar et al., 2014), principalmente el del tipo papilar (Jemal et al., 2010). En Estados Unidos, 
la tasa de incremento de incidencia anual reportada para el cáncer de tiroides fue del 6,6%, siendo 
la más alta de todas las neoplasias malignas (Xing, 2013). Se estima que la tasa seguirá en 
aumento hasta convertirse en el 4° tipo más frecuente de cáncer en el año 2030 (Rahib et al., 
2014). Un reporte reciente, demostró un incremento de la tasa de incidencia del cáncer de tiroides 
en Chile de un 48% (Sapunar et al., 2014). Particularmente, las tiroidectomías por cáncer de 
tiroides en el hospital de la Pontificia Universidad Católica de Chile se quintuplicaron en la 
década antepasada (Fardella et al., 2005). 
Los factores que determinan la incidencia del cáncer de tiroides en una región particular 
son de tipo genético, medio ambientales y el acceso a los servicios de salud (Jemal et al., 2010). 
Aunque la razón del aumento en la incidencia del cáncer de tiroides es controversial, algunos 
estudios señalan que se debe a mejoras en las técnicas de diagnóstico (Davies y Welch, 2006; 
Grodski et al., 2008; Sherman, 2003), lo que ha permitido establecer diagnósticos más oportunos, 
sobretodo de tumores pequeños (Sherman 2003), e implementar tratamientos cada vez más 
precisos (Parkin et al., 2001; Pellegriti et al., 2013; Siegel et al., 2014). Otros estudios 
demográficos señalan que lo anterior podría estar relacionado a influencias del medio ambiente y 
al estilo de vida (Aschebrook-Kilfoy et al., 2011; Enewold et al., 2009; Kent et al., 2007; Simard 
et al., 2012). 
La forma más frecuente de neoplasias tiroideas es como un nódulo tiroideo, que puede ser 
benigno (95-98%) o maligno (2–5%). Los nódulos benignos pueden ser nódulos 
coloidales/tiroiditis (80%), neoplasias foliculares benignos (10-15%) y/o quistes (5%) 
(Nakhjavani et al., 2004). Los nódulos malignos incluyen los carcinomas tiroideos que se 
agrupan en: (i) carcinomas derivados del epitelio folicular (papilar y folicular); (ii) carcinomas 
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indiferenciados: carcinoma anaplásico y (iii) carcinomas derivados de las células C 
parafoliculares (carcinoma medular tiroideo, CMT) (Antón et al., 2006). 
El subtipo más frecuente es el cáncer papilar de tiroides (CPT), el cual representa entre 75-
90% de los casos de cáncer de tiroides diagnosticados (Kondo et al., 2006; La Vecchia et al., 
2015; Pellegriti et al., 2013). El CPT presenta una incidencia de 7,3 por cada 100.000 
personas/año, siendo mayor en mujeres que en hombres (Aschebrook-Kilfoy et al., 2013). A 
diferencia de los otros subtipos, la incidencia del CPT ha mostrado un aumento progresivo en las 
últimas décadas (Pellegriti et al., 2013). El CPT adquiere su nombre debido a la deformación de 
los folículos, los cuales adquieren forma de papilas (Kondo et al., 2006). Pese a tener una baja 
tasa de mortalidad, el CPT presenta la característica de presentar un tropismo altamente selectivo 
en generar metástasis hacia los linfonodos (Kliseska y Makovac, 2012). De hecho un 20% de los 
pacientes con CPT desarrolla metástasis linfonodales (Cooper et al., 2009; Tuttle et al., 2010), 
generando un mayor riesgo de metástasis a distancia y mortalidad a mediano plazo, 
incrementando la probabilidad de muerte entre un 38% a 69% (Samaan et al., 1983; Tubiana et 
al., 1985). Además, existe un subgrupo de pacientes que presentan metástasis linfáticas altamente 
agresivas siendo la principal causa de mortalidad y de morbilidad (Shaha, 2004a, 2004b; Sugitani 
et al., 2004). 
4.2. Inflamación y cáncer papilar de tiroides. 
En las últimas décadas se ha realizado un considerable progreso en el entendimiento de los 
mecanismos oncogénicos que promueven el desarrollo y la progresión del cáncer de tiroides. Se 
ha sugerido que la inflamación tiene una función decisiva en su iniciación y progresión (Liotti et 
al., 2012). La infiltración de células inflamatorias al sitio del tumor (que incrementa la incidencia 
y progresión tumoral) y la señalización de oncogenes en células neoplásicas (que inician el 
cáncer al inducir la expresión de genes relacionados con la inflamación) son mecanismos que 
relacionan la inflamación con el desarrollo y la progresión del cáncer (Colotta et al., 2009). 
Entre un 20 a 50% de casos de CPT presentan tiroiditis crónica de Hashimoto (TCH) (Loh 
et al., 1999; Ugolini et al., 2007). La TCH se caracteriza por la inflamación de la tiroides debido 
a la producción de anticuerpos contra moléculas características del tejido (tiroperoxidasa (TPO) o 
tiroglobulina (Tg)) y al reclutamiento de linfocitos T citotóxicos, los que estimulan la apoptosis 
de los tirocitos (Frohlich y Wahl, 2017). El aumento de riesgo a desarrollar CPT (Larson et al., 
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2007; Liu et al., 2014; Repplinger et al., 2008) y la alta incidencia de CPT en pacientes con TCH 
(Lun et al., 2013; Ott et al., 1985; Walker y Paloyan, 1990), sugieren que la inflamación podría 
ser un factor que predispone al desarrollo del CPT (Cunha et al., 2014; Guarino et al., 2010; 
Ward, 2014). Estudios previos han demostrado que incluso en ausencia de signos evidentes de 
TCH, es posible encontrar infiltrado linfocitario peritumoral o focos de tiroiditis linfocitaria en 
CPT (Guarino et al., 2010). Adicionalmente, la tiroiditis es significativamente mayor y más 
frecuente en CPT que en patologías benignas de la tiroides (Okayasu, 1997). Ya que es posible 
encontrar infiltrado linfocitario en el ambiente peritumoral del CPT, se ha sugerido que este 
infiltrado podría promover el desarrollo del CPT (Antonaci et al., 2009). Por otro lado, se ha 
observado que pacientes con CPT y TCH tienen mejor pronóstico que pacientes con CPT sin 
TCH (Kebebew et al., 2001; Singh et al., 1999). En ausencia de signos evidentes de TCH, los 
carcinomas anaplásicos y poco diferenciados de tiroides (que se asocian a un peor pronóstico), 
por lo general exhiben un menor infiltrado linfocitario respecto al CPT (Ugolini et al., 2007). Sin 
embargo, aún no hay evidencias claras que indiquen que la inflamación en la tiroides tenga una 
función protectora anti-progresión, ya que el CPT regularmente posee un intenso infiltrado de 
mastocitos que se correlacionan con un comportamiento invasivo en la tiroides (Melillo et al., 
2010). Además, subtipos agresivos del cáncer de tiroides se han asociado a un aumento de 
macrófagos asociados al tumor (TAM2) respecto al CPT (Ryder et al., 2008; Ugolini et al., 2007). 
Se ha propuesto que fenómenos relacionados con inflamación como una alta tasa 
mutacional, la producción de radicales libres y un aumento en la secreción de citoquinas pueden 
predisponer a rearreglos del proto-oncogén RET (RET/PTC), el cual es un oncogén clásico que 
induce el desarrollo de cáncer en tirocitos (Guarino et al., 2010). El receptor RET, es un receptor 
tirosina quinasa, que junto a BRAF y RAS son los proto-oncogenes más descritos en el CPT (Xie 
et al., 2016). Este receptor puede ser activado independiente de ligando por mutaciones somáticas 
o más frecuentemente por rearreglos cromosómicos (Bunone et al., 2000; Endo y Kobayashi, 
2013) induciendo en ambos casos la activación de vías proliferativas como la vía de las quinasas 
de proteína activadas por mitógeno (o MAPKs por mitogen-activated protein kinases) y PI3 
quinasa (PI3K) (Mulligan, 2014; Wells y Santoro, 2009). El oncogén más común de RET es 
RET/PTC, que se genera por inversión o translocación cromosómica del gen RET con diversos 
receptores generando proteínas quiméricas, citoplasmáticas y constitutivamente activas (Mulligan, 
2014). En particular, RET/PTC1 se encuentra en los CPT con una prevalencia entre el 3 al 92% 
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de los casos (Marotta et al., 2011), dependiendo de la población analizada, mientras que 
RET/PTC3 se encuentra preferencialmente en los CMT (Bunone et al., 2000; Castellone y 
Santoro, 2008; Komminoth, 1997; Mulligan, 2014). Normalmente RET se expresa en células de 
linaje neural y neuroendocrino, como las células C de la tiroides, donde juega un papel 
importante en la proliferación celular (Bunone et al., 2000; Castellone y Santoro, 2008). El 
receptor presenta en su región extracelular, un dominio regulatorio, mediante el cual se une a su 
correceptor GFR-α y a su ligando GDNF permitiendo la activación de la forma dimérica del 
receptor, que es la conformación inactiva de RET. La unión del ligando y del correceptor, 
provocan la autofosforilación de residuos de tirosina intracelulares que reclutan distintos 
adaptadores, lo que desencadena la activación de las vías de señalización de RET (Fig. 1A). En 
los rearreglos RET/PTC (Fig. 1B), éste dominio regulatorio se pierde, generándose fusiones 
génicas que son constitutivamente activas. El principal sitio de fosforilación del receptor RET es 
la tirosina Y1062 (Y451 en RET/PTC1), el cual es esencial para la mitogénesis que desencadena 
a través de su señalización mediante las vías PI3K y MAPK (Castellone y Santoro, 2008; 
Mulligan, 2014; Yamamoto et al., 2001). Adicionalmente, este receptor posee principalmente 2 
isoformas que se producen por splicing alternativo (RET9 y RET51), ambas isoformas conservan 
el residuo Y1062 (Castellone y Santoro, 2008; Gonçalves et al., 2011). 
Se ha descrito que los rearreglos del receptor RET promueven la oncogénesis del CPT. La 
expresión del rearreglo RET/PTC en tirocitos induce proliferación independiente de tirotropina 
provocando contornos nucleares irregulares que son característicos de CPT (Santoro et al., 2006). 
Por otra parte, RET/PTC inhibe la expresión de marcadores de diferenciación celular y su 
expresión se ha detectado en microfocos de CPT que se han postulado como los precursores de 
los CPT maduros  (Santoro et al., 2006). De aquí entonces que estos rearreglos sean considerados 
como un evento temprano en el desarrollo del CPT (Castellone y Santoro, 2008; Komminoth, 
1997). Otro antecedente que relaciona a RET con el proceso oncogénico del CPT es el estudio del 
modelo murino transgénico para RET/PTC1, en que el rearreglo se expresó bajo el promotor de 
tiroglobulina generando tumores en la tiroides con características morfológicas típicas del CPT  
(Menicali et al., 2012). Sin embargo, RET/PTC también se ha detectado en tumores benignos 
tiroideos sugiriendo que factores diferenciales del microambiente serían determinantes para el 




Figura 1. Estructura y señalización del receptor cRET y su rearreglo RET/PTC. (a) Estructura y 
sitios de activación de cRET. La figura muestra los sitios de fosforilación en tirosinas presentes en la 
región intracelular del receptor y su asociación con la activación de las distintas vías de señalización que 
se han descrito para cRET. (b) Normalmente cRET se encuentra en la membrana celular inactivo y de 
forma dimérica. Al unirse a su correceptor GFRα es capaz de señalizar al ser estimulado con su ligando 
GDNF. Alternativamente, el receptor puede sufrir rearreglos cromosómicos que generan una proteína 
quimérica (RET/PTC) que se encuentra en el citoplasma y que al perder su región reguladora señaliza de 




rearreglo RET/PTC genera oncogénesis al desencadenar un programa pro-inflamatorio en 
tirocitos humanos que consiste en el aumento de la expresión de múltiples citoquinas, 
quimioquinas y receptores de quimioquinas, entre estos CXCR4 y su ligando CXCL12 (Borrello 
et al., 2005). Este efecto es dependiente de la activación de la tirosina Y1062 (Castellone et al., 
2004). El microambiente inflamatorio generado por la expresión del rearreglo promovió la 
sobrevida de tirocitos (Borrello et al., 2005; Castellone et al., 2004; Guarino et al., 2010; 
Puxeddu et al., 2005; Russell et al., 2003). Adicionalmente, las proteínas de éste “programa 
inflamatorio” has sido detectadas en tumores primarios de pacientes con metástasis hacia los 
linfonodos (Borrello et al., 2005; De Falco et al., 2007). Estas evidencias sugieren que existe una 
fuerte asociación entre la expresión de moléculas y receptores inflamatorios y el riesgo de 
transformación neoplásica de la tiroides. 
4.3. Las quimioquinas y sus receptores. 
La inflamación es un componente fundamental del microambiente tumoral y las 
quimioquinas son parte de la red inflamatoria de mediadores asociados a neoplasia (Lazebnik, 
2010). Las quimioquinas son una familia de pequeñas proteínas de secreción (~8-14 kDa), que 
son inducibles y pueden ser pro o anti-inflamatorias (Zlotnik y Yoshie, 2000). A la fecha se han 
descrito alrededor de 40 quimioquinas (Castan et al., 2016) que se clasifican estructuralmente 
basado en la posición de las primeras dos cisteínas cercanas al amino terminal en cuatro grupos: 
CXC, CC, C y CX3C (Balkwill, 2004). También se han clasificado de acuerdo a su patrón de 
expresión como proteínas homeostáticas, aquellas que se expresan de manera constitutiva, y 
quimioquinas inflamatorias, las inducidas por moléculas pro-inflamatorias en procesos 
inflamatorios (Zlotnik et al., 2011). Normalmente las quimioquinas se expresan en células 
endoteliales, epiteliales (Castan et al., 2016), en fibroblastos y en células del sistema inmune 
(Zlotnik y Yoshie, 2000) pero en condiciones patológicas, se ha descrito la producción de 
quimioquinas en las células epiteliales del tumor y en las células hospederas (células endoteliales, 
fibroblastos y leucocitos) (Mishra et al., 2011). 
Las quimioquinas tienen una gran diversidad de funciones. Promueven la activación y 
migración de leucocitos, regulan la angiogénesis, organizan la respuesta inmune endógena y la 
arquitectura de los órganos linfoides (Ansel y Cyster, 2001; Zlotnik y Yoshie, 2000). Aunque 
algunas quimioquinas están relacionadas con procesos de desarrollo que incluyen la linfopoiesis, 
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la cardiogénesis y el desarrollo del sistema nervioso, han sido principalmente descritas en la 
formación de procesos inflamatorios, controlando la dirección de células a sitios de infección e 
inflamación. También son funcionalmente importantes para el progreso de enfermedades 
inflamatorias autoinmunes (como la tiroiditis), como también del cáncer (Kimura y Caturegli, 
2007; Korniejewska et al., 2011; Lee et al., 2009; Murphy et al., 2000; Sharma et al., 2015).  
La unión de las quimioquinas a su receptor induce rápidamente su internalización y genera 
la activación de vías de señalización intracelular que a su vez promueven la expresión de genes 
(Allen et al., 2007; Locati et al., 2002; Neel et al., 2005; Raman et al., 2007) involucrados en el 
reordenamiento del citoesqueleto, la adhesión firme a células endoteliales y la migración dirigida 
(Forster et al., 1999). Se han identificado aproximadamente 20 receptores de quimioquinas 
humanas, los que presentan siete dominios transmembrana formando parte de un subgrupo de 
receptores acoplados a proteínas G (o GPCRs, por G protein-coupled receptors) (Korniejewska et 
al., 2011) y se clasifican cuatro grupos de acuerdo al tipo de quimioquina que unen: CXC, CC, C 
y CX3C. El sistema quimioquina/receptor de quimioquina es redundante, ya que algunas 
quimioquinas son capaces de unirse a más de un receptor de quimioquinas, y viceversa (Vela et 
al., 2015). 
Además de encontrarse en células del sistema inmune, los receptores de quimioquinas se 
han descrito en células endoteliales, pericitos, musculo liso vascular, epitelio pulmonar y 
fibroblastos (Korniejewska et al., 2011; Palmqvist et al., 2007). En esta variedad de tipos 
celulares, la señalización mediada por receptores de quimioquinas induce distintos tipos de 
respuestas como inflamación, proliferación, angiogénesis, hematopoyesis, adhesión celular, 
migración y cicatrización (Bonacchi et al., 2001; Kroeze et al., 2012; Lasagni et al., 2003). 
4.4. Receptores de quimioquinas y cáncer. 
A menudo en condiciones patológicas la expresión de quimioquinas y sus receptores se 
desregula, alterando la señalización de las mismas (Dhawan y Richmond, 2002; Skinnider et al., 
2002). Aunque originalmente los receptores de quimioquinas fueron identificados en leucocitos, 
también se han encontrado receptores de quimioquinas funcionales en células epiteliales que han 
sufrido transformación maligna (Muller et al., 2001; Scotton et al., 2001). Estudios recientes han 
demostrado la expresión de receptores de quimioquinas (CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, 
entre otros) en múltiples neoplasias incluyendo el cáncer de mama (Li et al., 2011; Muller et al., 
21 
 
2001), melanoma maligno (Muller et al., 2001; Singh et al., 2009), cáncer de pulmón (Maekawa 
et al., 2008; Takanami, 2003), cáncer de colon (Rubie et al., 2008), cáncer renal (Johrer et al., 
2005; Sun et al., 2016), cáncer de ovarios (Yang et al., 2010), cáncer gástrico (Nambara et al., 
2016) , carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Wolff et al., 2011), cáncer epidermoide de 
cabeza y cuello entre otros (Wang et al., 2004). Dado que en células cancerígenas se ha visto que 
los receptores de quimioquinas promueven el crecimiento del tumor, la invasión y la metástasis 
(Balkwill, 2004; Kato et al., 2003; Raman et al., 2007; Strieter et al., 2005; Tanaka et al., 2009; 
Zlotnik et al., 2011), se infiere por tanto, que el destino de la célula dependería del patrón de 
receptores de quimioquinas que exprese y de la disponibilidad de quimioquinas en el ambiente 
tumoral. Un ejemplo de ello ha sido la observación de que las células tumorales de cáncer de 
mama expresan un patrón de receptores de quimioquinas que tienen afinidad por las 
quimioquinas específicamente expresadas en órganos a los cuales frecuentemente dan metástasis 
(Ali y Lazennec, 2007; Muller et al., 2001; Vela et al., 2015). En el mismo estudio, Muller et al. 
encontraron una alta expresión de los receptores de quimioquinas CXCR4 y CCR7 en líneas 
celulares y biopsias de cáncer de mama, lo cual es consistente con los niveles elevados de sus 
respectivos ligandos (CXCL12 y CXCL21) en los sitios de metástasis más frecuentementes 
(linfonodos, pulmón e hígado). Además se ha reportado que en pacientes con cáncer gástrico y de 
páncreas existe un aumento de la expresión de CXCR4 en los tumores primarios y de CXCL12 
en los nódulos linfáticos metastásicos (Koshiba et al., 2000; Ying et al., 2012). CXCR4 también 
se encuentra altamente expresado en tumores malignos de cáncer de próstata y en sus sitios de 
metástasis, donde se ha encontrado altos niveles de CXCL12. Más aún, líneas celulares de cáncer 
de próstata con sobre-expresión de CXCR4 presentaron mayor proliferación y secreción de 
VEGF, morfógeno que es reconocido como factor importante en la angiogénesis (Darash-Yahana 
et al., 2004).  
En tiroides se ha descrito que la expresión del receptor de quimioquinas CXCR4 aumenta 
considerablemente en células del cáncer anaplásico, un subtipo de cáncer de tiroides altamente 
letal, pero muy infrecuente (1-2%) (Hwang et al., 2003). En CPT, la expresión de este receptor 
junto a una mutación del gen BRAF inducen un fenotipo más agresivo del tumor (Torregrossa et 
al., 2012). Estudios previos de nuestro grupo de investigación mostraron un aumento en la 
expresión de CCR3, CCR7 y CXCR4 en CPT (Gonzalez et al., 2009) lo que sugiere que 
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receptores de quimioquinas podrían participar en el proceso oncogénico o en la progresión del 
cáncer de tiroides. 
4.5. El receptor CXCR3. 
En tiroides, se ha descrito que la inducción de los ligandos de CXCR3 por interferón 
gamma (IFN-ɣ) juega un papel importante en la etapa inicial de la inflamación crónica (tiroiditis 
autoinmune) (Ruffilli et al., 2014). Más aún, un aumento de expresión de CXCR3 fue encontrado 
en pacientes con enfermedad de Graves’ y tiroiditis de Hashimoto, principalmente en zonas con 
mayor infiltración linfocítica (Garcia-Lopez et al., 2001). El IFN-ɣ es un tipo de citoquina 
producida por los linfocitos T y NK (natural killer) cuya función más importante es dirigir la 
diferenciación de los linfocitos T CD4
+
 en linfocitos Th-1 (T “helper” tipo 1) y activar células 
dendríticas, macrófagos y linfocitos NK con el fin de potenciar y gatillar la respuesta inmune 
celular. El IFN-ɣ induce la expresión y secreción de las quimioquinas inflamatorias CXCL9, 
CXCL10 y CXCL11 que ejercen su función a través de la unión a su receptor CXCR3, que 
también es un GPCR (Loetscher et al., 1996) y que además es capaz de unir a CXCL4, otro 
ligando de CXCR3 que es principalmente sintetizado en plaquetas activadas (Rossi y Zlotnik, 
2000). El receptor de quimioquinas CXCR3 presenta en su dominio extracelular, motivos 
estructurales típicos de GPCRs, como DRY y NPXXY (Lacotte et al., 2009), que regulan los 
estados de conformación y la función en otros GPCRs (He et al., 2001; Rovati et al., 2007). 
Además, como su nombre lo sugiere, pertenece a la familia de receptores de quimioquinas CXC. 
Este receptor se expresa en células del sistema inmune (como linfocitos T activados, células NK, 
mastocitos y células dendríticas), en células endoteliales y pericitos, donde controla el 
crecimiento y migración de estos tipos celulares (Bonacchi et al., 2001; Lasagni et al., 2003). Las 
principales vías de señalización de CXCR3 son PI3K y la vía de las MAPK, que son vías 
conocidas implicadas en procesos de proliferación (Bonacchi et al., 2001). 
El receptor CXCR3 esta codificado en el cromosoma X y presenta 3 variantes de splicing 
alternativo del mRNA: CXCR3A, CXCR3B, y la variante CXCR3-alt (Ehlert et al., 2004; 
Lasagni et al., 2003; Liu et al., 2005), que presentan 368aa, 415aa y 267aa respectivamente 
(http://www.uniprot.org/uniprot/P49682#P49682-2) (Fig. 2A, 2B). La variante CXCR3B 





Figura 2. Estructura del gen que codifica para CXCR3 y sus variantes de splicing. (a) CXCR3 
presenta 3 exones y un intrón. (b) Al transcribirse se pueden generar 3 variantes de splicing: CXCR3A, 
CXCR3B y CXCR3-alt, siendo las variantes CXCR3A y CXCR3B los más estudiados en la literatura. 
Estas variantes se generan por un sitio dador alternativo que se encuentra en el intrón 1 (c) CXCR3B 
posee un extremo amino-terminal con 41 aminoácidos adicionales respecto a CXCR3A. El resto de la 
secuencia es igual para ambas variantes. Tanto CXCR3A como CXCR3B tienen 7 regiones 
transmembrana. Debido a un segundo splicing en el tercer exón se genera la variante CXCR3-alt, con una 
pérdida de 337 pb que generan una proteína más pequeña. (d) Tanto CXCR3A como CXCR3B son 
capaces de unir a los ligandos CXCL4, 9, 10 y 11 con distintas afinidades, mientras que CXCR3-alt solo 
es capaz de unir a CXCL11. El ligando más afin por CXCR3A es CXCL10 (0,35±0,1 nM) y por CXCR3B 
es CXCL11 (6,9±2,1 nM). CXCL4 es mucho más afin por CXCR3B (7,46±3,05 nM) que por CXCR3A 
(448±152 nM). Figuras extraídas de Korniejewska (Korniejewska, 2009); Tabla adaptada de Lasagni 




variante CXCR3-alt se caracteriza por su extremo C terminal truncado con pérdida del segundo y 
tercer loop extracelular del receptor (Yu y Merlino, 2010) (Fig. 2C). 
Los ligandos de mayor afinidad para CXCR3A son CXCL9, CXCL10, CXCL11, que en 
tiroides son altamente inducidas por IFN-γ y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) 
(Antonelli et al., 2009; Muller et al., 2010), mientras que la unión de CXCL4 a CXCR3A sólo es 
posible a altas concentraciones del ligando (Mueller et al., 2008). Por su parte, CXCR3B es 
capaz de unir los mismos ligandos que la variante A, pero posee una afinidad mucho mayor por 
CXCL4. Por otro lado, CXCR3-alt se une sólo a CXCL11 (Korniejewska et al., 2011) (Fig. 2D). 
La variante CXCR3A se expresa en células T activadas, células NK, células dendríticas, 
células B, timocitos y en órganos como el corazón, hígado, músculo esquelético y placenta 
(Korniejewska, 2009; Lasagni et al., 2003; Liu et al., 2005). Por su parte, CXCR3B se ha 
detectado en células endoteliales microvasculares humanas, en corazón, hígado y músculo 
esquelético (Lasagni et al., 2003; Yu y Merlino, 2010), y también en epitelio (Sfriso et al., 2006). 
CXCR3-alt se coexpresa junto a CXCR3A (Yu y Merlino, 2010). 
4.6. El receptor CXCR3, CXCL10 y su relación con el cáncer. 
En tejidos tiroideos, la secreción de CXCL10 inducida por IFN-γ está asociada a 
infiltración de células Th-1 que es típica en la tiroiditis autoinmune y está muy relacionada con 
los tumores de tiroides (Rotondi et al., 2013). Estos linfocitos Th-1 al ser reclutados en el tumor 
son responsables de un aumento de IFN-γ y TNF-α, que a su vez estimularían la secreción de 
CXCL10 desde distintas células (epiteliales, endoteliales e inflamatorias), manteniendo y 
potenciando la producción de citoquinas en el microambiente tumoral (Rotondi et al., 2007). Se 
ha descrito que tirocitos normales, al ser estimulados con IFN-γ, secretan ligandos de CXCR3 
(Antonelli et al., 2010; Antonelli et al., 2013), mientras que tirocitos derivados de CPT secretan 
CXCL10 (Antonelli et al., 2009). Se ha propuesto que estas quimioquinas podrían promover la 
transformación tumoral maligna y/o la progresión tumoral del cáncer de tiroides (Arenberg et al., 
1996; Goldberg-Bittman et al., 2004; Goldberg-Bittman et al., 2005; Suyama et al., 2005). 
Diversos estudios han demostrado la expresión de CXCR3 en muchos tipos de tumor, 
incluyendo melanoma, cáncer de mamas, colon, ovario, renal y carcinoma basal (Furuya et al., 
2007; Ma et al., 2009; Monteagudo et al., 2007; Wu Z. et al., 2012; Yu y Merlino, 2010; Zipin-
Roitman et al., 2007). Sin embargo, pocos estudios describen una alteración en la expresión de 
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las variantes de CXCR3 en cáncer de ovarios, próstata y renal (Datta et al., 2008; Furuya et al., 
2011; Wu Q. et al., 2012). 
Desde el punto de vista funcional, CXCR3 induce respuestas celulares antagónicas en el 
cáncer. En distintos sistemas tumorales se ha reportado la actividad angiostática de CXCR3, que 
se complementa con su habilidad para potenciar una respuesta inmune anti-tumoral (Belperio et 
al., 2000; Salcedo y Oppenheim, 2003; Strieter et al., 2004). En el microambiente tumoral, 
CXCL9 y CXCL10 reclutan a linfocitos T que expresan CXCR3 y que ejercen una respuesta 
anti-tumoral (Andersson et al., 2011; Andersson et al., 2009). Contribuyendo a la función anti-
tumoral, la interacción CXCR3-ligando atrae a linfocitos Th-1 y promueven su maduración 
(Sallusto et al., 2000). Los ligandos de CXCR3 también generan la expansión de linfocitos T 
CD4+ y CD8+ e inducen la polarización de las células Th-1 (Groom et al., 2012; Hu et al., 2011). 
La activación de CXCR3 promueve la inhibición de la angiogénesis y potencia la inmunidad 
mediada por linfocitos Th-1 (Groom et al., 2012). Las células Th-1 producen IFN-γ que 
incrementa la respuesta inmune anti-tumoral a través de la activación de macrófagos y a 
linfocitos T citotóxicos, que son efectores cruciales de la inmunidad anti-tumoral. 
Por otro lado, CXCR3 se encuentra aumentado en muchos tipos de cáncer y este aumento 
esta correlacionado con metástasis a linfonodos y un peor pronóstico (Ma et al., 2015). Se ha 
demostrado que los ligandos de CXCR3 promueven malignidad al inducir la migración de células 
tumorales a los sitios de metástasis. En los linfonodos, los linfocitos Th-1 activos que secretan 
IFN-γ, inducen un aumento de CXCL9 y CXCL10 (Billiau y Matthys, 2001; Janatpour et al., 
2001; Kawada et al., 2004). Las quimioquinas inducidas por IFN-γ promueven la migración e 
invasión de células tumorales (Kawada et al., 2004; Robledo et al., 2001; Soejima y Rollins, 
2001). Además, los niveles de expresión de CXCR3 en células de melanoma están directamente 
involucradas en la metástasis hacia los linfonodos (Kawada et al., 2004) indicando que la 
expresión génica de CXCR3 está directamente relacionada a la progresión del cáncer. Estas 
observaciones sugieren que las células del tejido y del tumor podrían utilizar las quimioquinas 
inducidas por IFN-γ para inducir su transformación neoplásica y progresión tumoral 
(respectivamente) a través de la señalización de CXCR3. Consistente con estos hallazgos clínicos, 
se sabe que la señalización vía CXCR3 por unión a su ligando, puede influenciar el crecimiento, 
la sobrevida y el movimiento de las células tumorales, todos ellos procesos involucrados en la 
progresión tumoral (Yu y Merlino, 2010). 
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4.7. Función de las variantes de splicing de CXCR3 y su relación con el cáncer. 
Las respuestas celulares antagónicas de CXCR3 frente a sus ligandos, se deben en parte al 
patrón de expresión de sus variantes. Mientras la variante CXCR3A se asocia con proliferación, 
quimiotaxis, sobrevida, angiogénesis y efectos anti-apoptóticos, CXCR3B se presenta como 
angiostática, antiproliferativa, proaptótica e inhibe la migración celular en respuesta a los 
ligandos descritos para ambas isoformas (Datta et al., 2010; Fulton, 2009; Lasagni et al., 2003; 
Singh et al., 2013). En células endoteliales microvasculares humanas HMEC-1, CXCR3A induce 
mayor sobrevida mientras que CXCR3B reduce la síntesis de DNA y estimula la apoptosis 
(Lasagni et al., 2003; Romagnani et al., 2001). En cáncer de mama CXCR3A estimula el 
crecimiento celular y CXCR3B inhibe la proliferación celular (Datta et al., 2006). La respuesta 
celular recíproca de ambas variantes se debe a que ambas están acopladas a distintas proteínas G. 
Mientras que CXCR3A se une a la proteína Gαi, CXCR3B se une a la proteína Gαs. Debido a 
esto, CXCR3A promueve señalizaciones mediante activación de la vía de las MAPK, PI3K-AKT 
y aumentos de Ca
2+
 intracelular, generando respuestas proliferativas. Por contraparte, CXCR3B 
promueve la señalización de la vía AC-AMPc-P38 MAPK, generando respuestas de arresto del 
crecimiento y muerte celular. (Singh et al., 2013). Más aún, la señalización de CXCR3B es capaz 
de disminuir los niveles de expresión de la enzima pro-apoptótica Hemo oxigenasa-1 (HO-1) en 
el cáncer de mama y renal, el cual es un factor protector y antiapoptótico (Balan y Pal, 2014; 
Datta et al., 2010) (Fig. 3).  
Se ha observado que la expresión relativa de las variantes de CXCR3 en distintos tipos de células 
cancerígenas es importante para regular su proliferación y sobrevida (Datta et al., 2010; Datta et 
al., 2006; Giuliani et al., 2006). En cáncer renal, ovárico, de próstata y de mamas, CXCR3A se 
encuentra aumentado y CXCR3B disminuido. El patrón de expresión diferencial de las variantes 
de CXCR3 también se ha correlacionado con la diseminación y metástasis del tumor (Li et al., 
2015; Utsumi et al., 2014; Wightman et al., 2015; Wu Q. et al., 2012). Más aún, tirocitos tratados 
con IFN-γ aumentaron significativamente los niveles de secreción de CXCL9, CXCL10 y 
CXCL11 (Antonelli et al., 2010; Antonelli et al., 2013). 
Estos antecedentes sugieren que tanto la expresión de las variantes de CXCR3 como las 
vías de señalización de éstas, podrían estar implicadas en el desarrollo del fenotipo maligno. 




Figura 3. Vías de señalización de CXCR3A y CXCR3B. Las variantes de receptor CXCR3 (CXCR3A y 
CXCR3B) son receptores acoplados a proteína G (GPCR). Sus variantes señalizan mediante distintas 
subunidades de proteína G. Mientras que CXCR3A señaliza mediante Gαi, GβΥ y Gαq, promoviendo 
metástasis, angiogénesis, proliferación y crecimiento tumoral, CXCR3B señaliza principalmente mediante 
Gαs que inhibe la proliferación y promueve la apoptosis. Figura adaptada de Billotet (Billottet et al., 




varios tipos de cáncer, hasta ahora se desconoce su posible función en el desarrollo y la 
metástasis a los linfonodos del CPT. 
4.8. Transactivación del receptor tirosina quinasa RET. 
Durante los últimos años, se han reportado evidencias que indican que la estimulación de 
algunos GPCRs provoca la activación de receptores con actividad tirosina quinasa (RTKs) en 
ausencia de un ligando para estos últimos. Este mecanismo, conocido comúnmente como 
transactivación de receptores, depende de señales intracelulares inducidas, en este caso, por la 
estimulación de GPCRs y las correspondientes subunidades α como los complejos βγ de la 
proteína G y su vía de transducción de señal. Como ya ha sido descrito, la activación de 
receptores de tirosina quinasa inicia cascadas de señalización intracelular que regulan eventos 
transcripcionales esenciales para la proliferación y la diferenciación celular (Zhang y Zhang, 
2016). Entre los efectos debidos a la estimulación de los RTKs, destaca la activación de MAPKs 
y la vía de PI3K.  
En general, todos los receptores tirosina quinasas conocidos (incluido RET) son receptores 
transmembrana que en respuesta a factores de crecimiento gatillan una señalización celular que 
controla procesos celulares fundamentales como el ciclo celular, migración, metabolismo, 
sobrevida, diferenciación y proliferación (Hubbard y Miller, 2007). Sin embargo, existe evidencia 
de receptores de factores de crecimiento (GFR) cuyas tirosinas son fosforiladas por 
transactivación mediante la activación de otros receptores. Por ejemplo, en células de cáncer de 
colon, gástrico y hepático el receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR), un receptor 
tirosina quinasa, puede ser activado por prostaglandina E2 (PGE2), un agonista de GPCR (Pai et 
al., 2002; Tveteraas et al., 2012). De igual manera, la activación de los receptores TrkA y TrkB 
puede ocurrir mediante transactivación por GPCRs sin necesidad de sus respectivos ligandos 
(NGF y BDNF) (Lee et al., 2002; Rajagopal y Chao, 2006). Adicionalmente se ha descrito la 
transactivación de RET por los receptores TrkA y TrkB en ausencia de su ligando GDNF 
(Esposito et al., 2008; Rajagopal et al., 2004). También se ha descrito la transactivación de TrkA 
mediante el receptor RET con su ligando GDNF e incluso estas transactivaciones se pueden dar 
cuando el receptor transactivado se encuentra de manera intracelular (Rajagopal et al., 2004; 
Tsui-Pierchala et al., 2002). Además, estas transactivaciones pueden ser generadas por receptores 
de quimioquinas, particularmente se ha descrito que CXCR4 es capaz de transactivar al oncogén 
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HER2 en células de cáncer de próstata (Chinni et al., 2008) y a EGFR en células de cáncer de 
mama (Pattarozzi et al., 2008). Adicionalmente, CXCR1 y CXCR2 también son capaces de 
transactivar a VEGFR en céluals endoteliales (Petreaca et al., 2007). 
Considerando que (i) tumores de cáncer papilar frecuentemente presentan infiltrado 
linfocitario y que hay una tendencia al aumento de la incidencia de CPT en pacientes con 
tiroiditis, (ii) en tejidos de tiroides la secreción de CXCL10 inducida por IFN-ɣ está asociada a la 
infiltración de células Th-1, (iii) el inicio de la tiroiditis se asocia con la secreción de CXCL10 
y está relacionada con cáncer de tiroides, (iv) en los linfonodos, la secreción de IFN-ɣ por 
linfocitos Th-1 activados induce la expresión de CXCL9 y CXCL10, (v) en varios tumores un 
incremento de CXCR3 se correlaciona con metástasis a los linfonodos, (vi) la transformación 
neoplásica o el destino de la célula depende del patrón de expresión del receptor y de sus 
quimioquinas en el microambiente tumoral y que (vii) hasta hoy, se desconoce si existe un 
patrón de expresión diferencial de la variante CXCR3A y CXCR3B en el CPT, es importante 
conocer el patrón de expresión de sus variantes y de sus ligandos en el tumor y definir la 
significancia biológica de la expresión de cada variante en un modelo celular in vitro. 
Además, considerando que (i) CXCR3 comparte vías de señalización con RET, (ii) RET 
está directamente relacionado con el proceso de oncogénesis del CPT, (iii) RET/PTC está 
directamente relacionado a un programa de inflamación que involucra a quimioquinas y sus 
receptores, (iv) RET/PTC se encuentra hasta en un 60% de los casos de CPT, (v) se ha descrito la 
transactivación RET por otros GPCRs y receptores tirosina quinasa, (vi) CXCR4 es capaz de 
transactivar al oncogén HER2, es importante analizar si los ligandos de CXCR3 pueden inducir 
la transactivación de RET potenciando la transformación neoplásica de células de epitelio de 
tiroides en un modelo in vitro. 
Estudios preliminares de nuestro grupo de investigación han demostrado un aumento 
significativo a nivel proteico en la expresión del receptor CXCR3 en tumores de pacientes con 
cáncer papilar (Fig. 4A) respecto al tejido contralateral no tumoral. La tinción inmunoreactiva se 
localizó principalmente en las células epiteliales (Fig. 4B) del tejido tumoral en que CXCR3 se 
encuentra sobre-expresado casi 4 veces más que respecto a su tejido contralateral p<0,0001) (Fig. 
4C). A su vez, se ha detectado una disminución significativa de la expresión de CXCR3B a nivel 





Figura 4. Aumento de la expresión de CXCR3 en tejidos de CPT y las variantes CXCR3A y 
CXCR3B se expresan de manera diferencial en CPT. (a) Representación esquemática de los tejidos 
utilizados para evaluar la expresión del receptor CXCR3. De un lóbulo se obtuvo el tejido del nódulo con 
CPT (CPT) y del lóbulo opuesto de la tiroides se obtuvo el tejido contralateral (TCL-CPT) y se utilizó 
como tejido control no neoplásico. (b) Fotomicrografías representativas de la expresión por 
inmunohistoquímica (IHQ) de CXCR3 (Anticuerpo Abcam, AB64714) en CPT y sus respectivos TCL-
CPT. TCL-CPT (A) y CPT (B) incubados sin anticuerpo primario. TCL-CPT (C) y CPT (D) incubados 
con anticuerpo primario. (c) Análisis cuantitativo de la intensidad de la marca de CXCR3 en 30 CPT 
analizados por IHQ. Los valores graficados representan la intensidad de la señal de CXCR3 en CPT y sus 
respectivos TCL-CPT normalizados por el número total de células analizadas en cada muestra. (d) Niveles 
de expresión relativa del mRNA de CXCR3A y CXCR3B en 65 pacientes con CPT respecto a sus TCL-
CPT analizados por qPCR. Los datos fueron graficados según el método de Pfaffl. En todos los gráficos 
los datos se muestran como el promedio ± error estándar. En el gráfico de IHQ se utilizó un t-test pareado 
y en el gráfico de qPCR se utilizó un test de Wilcoxon para determinar la significancia estadística 
(*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).  
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tejido contralateral no tumoral (TCL-CPT), mientras que CXCR3A presentó un aumento, pero no 
significativo (1,045±6,121) (Fig. 4D). Estos resultados y los antecedentes de la literatura, 
sugieren que un desbalance en la expresión de las variantes del receptor CXCR3 y de su ligando 
CXCL10 podrían estar relacionados con la manifestación del fenotipo maligno. 
4.9. Racionalidad de la propuesta hipótesis de la tesis. 
En el microambiente tumoral, las células epiteliales, inflamatorias y endoteliales expresan 
CXCR3 y sus ligandos. Para estudiar la función que tendría CXCR3 en el cáncer papilar, es 
preciso analizar y cuantificar la expresión de sus variantes en neoplasias malignas y benignas y 
compararlas con tejido no neoplásico, definiendo además, el tipo celular que principalmente da 
cuenta de la expresión diferencial de estas isoformas si las hubiere. Si bien es difícil estudiar el 
comportamiento del tumor, los mecanismos debiesen dirigirse desde la supresión de señales que 
potencian el desarrollo tumoral hacia la promoción y progresión de las mismas. Basado en esta 
evidencia, en esta tesis se ha propuesto que el ambiente inflamatorio que potencia la secreción de 
quimioquinas de CXCR3 provocaría un cambio concomitante de la expresión de las variantes del 
receptor lo que generaría una condición que promovería el desarrollo del cáncer papilar. También 
en esta tesis se ha propuesto dilucidar, el mecanismo mediante el cual las variantes de CXCR3 
podrían potenciar una condición pro-tumorigénica que favorezca la transformación tumoral y la 
progresión del cáncer de tiroides. 
En esta tesis se propone entonces la siguiente hipótesis: 
5. HIPÓTESIS 
 
El cambio del perfil de expresión de las variantes del receptor de quimioquinas CXCR3 
(CXCR3A y CXCR3B) y sus ligandos está relacionado con el desarrollo del fenotipo neoplásico y 





6.1. Objetivo general 
“Estudiar el perfil de expresión de las variantes del receptor de quimioquinas CXCR3 
(CXCR3A y CXCRB) en patologías benignas, malignas y control de tiroides con el fin de 
determinar su significancia biológica en el establecimiento del fenotipo tumoral del cáncer 
papilar de tiroides. Establecer el mecanismo mediante el cual las variantes de CXCR3 potencian 
la transformación neoplásica. 
6.2. Objetivos específicos 
1).- Analizar los niveles de expresión de las variantes CXCR3A y CXCR3B en pacientes con 
patologías benignas y malignas (cáncer papilar agresivo y no agresivo) e identificar alguna 
correlación con el desarrollo del fenotipo tumoral o la progresión del cáncer papilar de tiroides.  
Actividades: 
 1).- Evaluar la expresión de CXCR3A y CXCR3B en biopsias de tiroides por qPCR y WB. 
 2).- Evaluar la expresión de ligandos de CXCR3 en biopsias de tiroides por qPCR y WB. 
2).- Determinar si existe un patrón de expresión diferencial de las variantes de CXCR3A y 
CXCR3B y sus ligandos en un modelo celular “in vitro” de células epiteliales de tiroides normal 
(Nthy-ori 3-1) respeto a un modelo tumoral (células TPC-1). Evaluar si este patrón de expresión 
o un cambio en la expresión de las variantes de splicing se traduce en un cambio en la 
señalización celular y la respuesta celular. 
 1).- Analizar los niveles de expresión de CXCR3 y sus variantes en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 
por qPCR y WB. 
 2).- Analizar la expresión de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por IF. 
 3).- Medir los niveles de los ligandos de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por ELISA. 
 4).- Evaluar la activación de quinasas de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por WB. 
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 5).- Evaluar el efecto de un antagonista de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por WB y 
MTT. 
 6).- Medir los niveles de AMPc en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por ELISA. 
 7).- Evaluar el efecto de inhibidores de quinasas de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por 
MTT. 
 8).- Clonar CXCR3A y CXCR3B desde tiroides en un vector de expresión eucarionte por 
“TA cloning”. 
 9).- Evaluar el efecto de la sobrexpresión de CXCR3A y CXCR3B en Nthy-ori 3-1 por 
WB, qPCR y MTT. 
10).- Evaluar el efecto de la inhibición de la expresión de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 por 
WB y MTT. 
3).- Identificar el mecanismo celular que potencia el desarrollo del fenotipo maligno dependiente 
de CXCR3 en el cáncer papilar de tiroides. Se analizará si la activación del receptor por sus 
ligandos induce la activación de la vía de señalización oncogénica RET y si ambas vìas (CXCR3 
y RET) tienen un efecto aditivo en su activación, pudiendo actuar de manera cooperativa en el 
desarrollo del CPT. 
Actividades: 
 1).- Analizar la expresión de RET y RET/PTC1 en biopsias quirúrgicas de tiroides por 
qPCR. 
 2).- Analizar la expresión de RET y RET/PTC1 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por qPCR y WB. 
3).- Evaluar la activación de RET con CXCL10 y CXCL11 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por 
WB. 
4).- Evaluar el efecto del antagonista de CXCR3 sobre la activación de RET con CXCL10 
y CXCL11 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 por WB. 
5).- Evaluar el efecto de la inhibición de la expresión de CXCR3 sobre la activación de 
RET con CXCL10 y CXCL11 en Nthy-ori 3-1 por WB. 
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6).- Evaluar el efecto de inhibidores de quinasas de CXCR3 sobre la activación de RET 
con CXCL10 en Nthy-ori 3-1 por WB. 
7).- Evaluar el efecto del antagonista de CXCR3 e inhibidor de RET en Nthy-ori 3-1 y 
TPC-1 por MTT. 
8).- Evaluar el efecto del antagonista de CXCR3 e inhibidor de RET junto a una 
sobrexpresión de CXCR3A en Nthy-ori 3-1 por MTT: 





7. MATERIALES Y MÉTODOS 
7.1. MATERIALES 
7.1.1. Material Biológico 
7.1.1.1. Biopsias quirúrgicas 
Se utilizò tejido tiroideo correspondiente a 85 nódulos con cáncer papilar (CPT) y 44 
nódulos con patologías benignas (hiperplasia folicular, bocio multinodular y tiroiditis, entre 
otros) y sus respectivos tejidos contralaterales (obtenidos del lóbulo opuesto del portador del 
tumor). Estos tejidos se obtuvieron de biopsias quirúrgicas ex vivo de pacientes sometidos a 
tiroidectomía total en el Hospital Clínico de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Cada 
paciente firmó un consentimiento informado antes de la cirugía y el diseño experimental fue 
aprobado por el Comité de Ética de la Pontificia Universidad Católica. El criterio para 
seleccionar los pacientes fue el siguiente: Paciente de sexo masculino o femenino con al menos 
18 años de edad y con diagnóstico confirmado de patología benigna de tiroides o CPT (informe 
de biopsia). El criterio de exclusión fueron pacientes con cáncer de tiroides folicular, medular o 
anaplásico. Los tejidos seleccionados se describen a continuación: TCL-B, tejido contralateral de 
tumores benignos (considerado como tejido no neoplásico ni maligno); TCL-CPT: tejido 
contralateral de CPT (considerado como tejido no neoplásico ni maligno); B: tejido benigno 
(considerado como tejido neoplásico y no maligno); CPT: tejido de cáncer papilar de tiroides 
(considerado como tejido neoplásico y maligno). Adicionalmente el grupo de CPT se subdividió 
en CPT sin metástasis (CPTnM) y con metastásis (CPTM). Igualmente, los TCL-CPT se 
subdividieron en tejidos contralaterales de CPTnM (TCL-CPTnM) y tejidos contralaterales de 
CPTM (TCL-CPTM). 
Para los análisis de inmunohistoquímica, la distribución de los pacientes fue: CPT-VU 
(variante usual, 24 casos); CPT-VF (variante folicular, 10 casos); CPTM (16 casos), CPTnM (18 
casos); CPT con tiroiditis (12 casos); CPT sin tiroiditis (10 casos). Las características histológicas 
de los pacientes analizados por inmunohistoquímica se muestran en la Tabla 1.  
Para los ensayos de Western blot (WB) y qPCR, la distribución de los CPT fue: PTC-VU 
(variante usual, 59 casos); CPT-VF (variante folicular, 14 casos); CPT-VCH (variante de células 
36 
 
Tabla 1. Características histológicas de los CPT analizados por inmuhohistoquímica. 
 
                                                CPT (n=34)  
Sexo   
  Masculino 8 (24%) 
  Femenino 26 (76%) 
Edad (años)     
  < 45 18 (53%) 
  ≥ 45 16 (47%) 
Tamaño (cm)     
  < 2 13 (38%) 
  > 2 21 (62%) 
Histología (Cáncer)     
  CPT-VU 24 (71%) 
  CPT-VF 10 (29%) 
Metástasis a linfonodos     
  No 18 (53%) 
  Central 5 (15%) 
  Lateral 11 (32%) 
Tiroiditis     
  No 22 (65%) 
  Sí 12 (35%) 
CPT: Cáncer Papilar de Tiroides. VU: Variante usual. VF: Variante folicular. 
 
de Hurthle, 6 casos); CPT-VCA (variante de células altas, 2 casos); CPT-VED (variante 
esclerosante difusa, 4 casos); CPTM (49 casos), CPTnM (36 casos); CPT con tiroiditis (26 
casos); CPT sin tiroiditis (59 casos). La distribución de los tumores benignos fue: hiperplasia (30 
casos); adenoma folicular (14 casos); tejidos benignos con tiroiditis (12 casos), tejidos benignos 
sin tiroiditis (32 casos). Se consideró como tejido normal con tiroiditis los siguientes tejidos 
contralaterales de tumores con tiroiditis: TCL-B (7 casos); TCL-CPT (11 casos). Estos tejidos 
presentaron tiroiditis acentuada o moderada en el informe de biopsia. Las características 
histológicas de los pacientes analizados por WB y qPCR se muestran en la Tabla 2. 
Para discernir el mejor tejido control “normal”, se analizó la expresión del mRNA de 
CXCR3A y CXCR3B en TCL-B y TCL-CPTnM y TCL-CPTM. Inesperadamente, al comparar 
TCL-CPTnM respecto a TCL-B, se observó un aumento significativo de la expresión de 
CXCR3A y un aumento sutil de CXCR3B (Anexo 2). Esto indica que TCL-CPT no califica como 
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un buen tejido control normal. Por lo tanto, para los análisis de mRNA y proteínas, se consideró 
TCL-B como tejido control no maligno. 
7.1.1.2. Cepas Bacterianas 
E. coli TOP10: F
-
mcrA, (mrr-hsdRMS-mcrBC), 80lacZM15, lacX74, recA1, araD139, 
(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (StrR), endA1, nupG, de Invitrogen (Carlsbad, 
CA, USA). Esta cepa fue utilizada para el protocolo de transformación bacteriana 
con el fin de obtener clones recombinantes de plásmidos clonados. 
7.1.1.3. Líneas Celulares 
Células Nthy-ori 3-1: Células foliculares (epiteliales) normales de tiroides humana, 
inmortalizadas por la transfección con plásmido portador del genoma del 
virus SV40 que a su vez presenta el sitio de origen de replicación 
defectuoso (Lemoine et al., 1989). Fueron obtenidas de la ECACC 
(Salisbury, UK). 
Células TPC-1:  Células foliculares (epiteliales) derivadas de un tumor humano de cáncer 
papilar de tiroides. Éstas contienen la mutación RET/PTC1, que provoca la 
activación constitutiva de la vía de señalización de RET (Meireles et al., 
2007). Fueron gentilmente cedidas por el Dr. James A. Fagin (Memorial 
Sloan – Kettering Cancer Center, Estados Unidos de América) y la Dra. 
Claudia Riedel (Departamento de Ciencias Biológicas, Universidad 
Nacional Andrés Bello, Chile). 
7.1.1.4. Vectores y plásmidos 
7.1.1.4.1. Vectores: 
pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA: 
El vector pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA (Amp
R
) (5523pb) (K4800-01) se obtuvo de 
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Es un sistema de expresión génica de alta eficiencia en células 
eucariontes. Los genes clonados en este vector están bajo la regulación del promotor CMV. Al 
sere un  vector tipo T/A permite el clonamiento de fragmentos de DNA previamente amplificados   
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Tabla 2. Características histológicas de los pacientes analizados por Western blot y qPCR. 
 
CPT (n=85) Benignos (n=44) 
Sexo     
  Masculino 19 (22%) 9 (20%) 
  Femenino 66 (78%) 35 (80%) 
Edad (años)       
  < 45 55 (65%) 15 (34%) 
  ≥ 45 30 (35%) 29 (66%) 
Tamaño (cm)       
  < 2 62 (73%) 21 (48%) 
  > 2 23 (27%) 23 (52%) 
Histología (Cáncer)       
  CPT-VU 59 (70%)   
  CPT-VF 14 (16%)   
 CPT-VCH 6 (7%)   
 CPT-VCA 2 (2%)   
 CPT-VED 4 (5%)   
Histología (Benignos)     
 Hiperplasia   30 (68%) 
 Adenoma Folicular   14 (32%) 
Multifocalidad     
 Sí 66 (78%)   
 No 19 (22%)   
Extensión extratiroidea     
 Sí 59 (69%)   
 No 26 (31%)   
Invasión linfovascular     
 Sí 74 (87%)   
 No 11 (13%)   
Metástasis a linfonodos       
  No 36 (42%)   
  Central 30 (35%)   
  Lateral 19 (23%)   
Tiroiditis       
  No 59 (69%) 32 (73%) 
  Sí 26 (31%) 12 (27%) 




(Bronfman et al., 2003; Green et al., 1986; Greene y Tischler, 1976; Lemoine et al., 1989; 
Meireles et al., 2007) por PCR con Taq polimerasa, los que son incorporados al vector por la 
acción de la enzima topoisomerasa I que está unida covalentemente por un enlace fosfotirosina en 
ambos extremos cohesivos de timina 3’ fosfato. Los extremos 5’ OH del DNA a clonar atacan al 
enlace fosfotirosina, liberando a la topoisomerasa I y el fragmento queda inserto en el vector sin 
necesidad de usar una ligasa. Se puede observar un esquema de este vector en el Anexo 1A. 
7.1.1.4.2. Plásmidos: 
CXCR3A-thy-pTopo: 
La secuencia de cDNA de CXCR3A obtenida desde cDNAmix de tejido contralateral 
normal de pacientes con patologías benignas de la tiroides fue clonada en pcDNA3.1/V5-His 
(Amp
R
) generando el plásmido CXCR3A-thy-pTopo. La secuencia clonada se envió a 
secuenciación y la secuencia obtenida resultó ser 100% idéntica a la secuencia reportada para 
CXCR3A humano (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4504098) (Anexo 5). 
CXCR3A-thy-V5-pTopo: 
La secuencia de cDNA de CXCR3A obtenida desde el plásmido CXCR3A-thy-ptopo, fue 
subclonada en pcDNA3.1/V5-His (Amp
R
) generando el plásmido CXCR3A-thy-V5-pTopo. La 
secuencia de CXCR3A se encuentra fusionada al epítope V5 en su extremo C-terminal, de 
manera que es posible detectar la proteína quimérica resultante mediante ensayos de Western blot 
con el anticuerpo anti-V5 (ver 7.2.7). La secuencia clonada se envió a secuenciación y la 
secuencia obtenida resultó ser 100% idéntica a la secuencia reportada para CXCR3A humano 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4504098) (Anexo 5). 
CXCR3B-thy-pTopo: 
La secuencia de cDNA de CXCR3B obtenida desde células Nthy-ori 3-1, fue clonada en 
pcDNA3.1/V5-His (Amp
R
) generando el plásmido CXCR3B-thy-pTopo. La secuencia clonada se 
envió a secuenciación y la secuencia obtenida resultó ser 100% idéntica a la secuencia reportada 





La secuencia de cDNA de CXCR3B obtenida desde el plásmido CXCR3B-thy-pTopo, fue 
subclonada en pcDNA3.1/V5-His (Amp
R
) generando el plásmido CXCR3B-thy-V5-pTopo. La 
secuencia de CXCR3B se encuentra fusionada al epítope V5 en su extremo C-terminal, de 
manera que es posible detectar la proteína quimérica resultante mediante ensayos de Western blot 
con el anticuerpo anti-V5 (ver 7.2.7). La secuencia clonada se envió a secuenciación y la 
secuencia obtenida resultó ser 100% idéntica a la secuencia reportada para CXCR3B humano 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001142797.1) (Anexo 5). 
pcDNA™3.1/V5-His-TOPO®/lacZ: 
El plásmido pcDNA™3.1/V5-His-TOPO®/lacZ (AmpR) (8592pb) (46-0082) se obtuvo de 
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) y contiene la secuencia que codifica para la β-galactosidasa bajo 
la regulación del promotor CMV. La β-galactosidasa es una enzima capaz de catalizar la 
hidrólisis de lactosa o compuestos de estructura similar, como el X-GAL, generando un 
compuesto cromógeno (color azul) que permite distinguir fácilmente las células que han 
incorporado el plásmido de las que no. Se puede observar un esquema de este vector en el Anexo 
1B. 
7.1.1.5. Oligonucleótidos y siRNA 
7.1.1.5.1. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) y en caso de que la 
secuencia no fuese previamente publicada, su diseño se basó considerando los siguientes 
criterios: secuencia interrumpida por un intrón, 50% GC, 15 a 24 bases de largo, temperatura de 
melting (TM) entre 57°C y 62°C. El diseño se hizo utilizando el programa primerBlast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Los partidores se utilizaron para evaluar la 
expresión por qPCR (de CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCR3, CXCR3A, CXCR3B, 
HO-1, RET y RET/PTC1), para el clonamiento de CXCR3A y CXCR3B y para el posterior 




7.1.1.5.1. siRNA (RNA de interferencia) 
Las secuencias para los siRNA para CXCR3 se obtuvieron de Dharmacon (Thermo-
Scientific, Chicago, IL, USA). El siRNA de CXCR3 está compuesto por una mezcla de 4 siRNA 
distintos y dirigidos para inhibir CXCR3A y CXCR3B. Adicionalmente se diseñó un siRNA para 
CXCR3 de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), así como también un siRNA control. El siRNA 
control de CXCR3 se diseñó al azar y no hibrida con ninguna secuencia eucarionte conocida, se 
denominó scr-siRNA. Los siRNA utilizados se muestran en la Tabla 4. 
Para determinar las condiciones óptimas de transfección con siRNA se consideró un óligo 
control asociado a un fluoróforo rojo (SIGLO Risc Free siRNA) y cuya secuencia no está 
disponible comercialmente. Se obtuvo de Dharmacon (Thermo-Scientific, Chicago, IL, USA). 
Este control, está inhabilitado para interactuar con RISC y generalmente se utiliza como 
marcador de co-transfecciones con siRNA específicos. Ambas hebras contienen extremos 
cohesivos UU 3’. La hebra antisentido contiene extremo 5’ fosfato. 
7.1.1.6. Anticuerpos 
De Abcam (Cambridge, MA, USA), anticuerpo monoclonal anti-CXCR3 (AB64714), 
anticuerpo policlonal anti-CXCR3 (AB71864). 
De Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA), anticuerpos secundarios conjugados a 
peroxidasa de rábano, anti-IgG de conejo (170-5046) y anti-IgG de ratón (170-5047). 
De Calbiochem (San Diego, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-fosfotirosina (525290). 
De Cell Signaling Technology Inc. (Danvers, MA, USA), anticuerpo monoclonal anti-AKT 
(pan)(4685), anticuerpo monoclonal anti-pAKT (Serina 473) (9018), anticuerpo policlonal anti-
ERK 1/2 (9102), anticuerpo policlonal anti-pERK 1/2 (Treonina 202/Tirosina 204) (9101), 
anticuerpo monoclonal anti-RET (3223), anticuerpo policlonal anti-pRET (Tirosina 905) (3221), 
anticuerpo policlonal anti-PLCβ3 (2482), anticuerpo policlonal anti-pPLCβ3 (Serina 1105) 
(2484), anticuerpo monoclonal anti-P38 (8690), anticuerpo monoclonal anti-pP38 (Treonina 
180/Tirosina 182) (4511). 




Tabla 3. Partidores usados en esta tesis. 
Partidores para Qpcr 
Partidor Forward (5’ a 3’) Reverse (5’ a 3’) 
CXCR3 total gtg gac atc ctc atg gac ct cgg aac ttg acc cct aca aa 
CXCR3A tgg tcc ttg agg tga agt gac aag agg ctg tag agg gc 
CXCR3B aag tac ggc cct gga aga ct ggc gtc att tag cac ttg gt 
CXCL4 tga aga atg gaa gga aaa ttt gc gca gct agt agc taa ctc tcc aaa agt 
CXCL9 gtt ctg att gga gtg caa gga atg att tca att ttc tcg cag g 
CXCL10 ttc aag gag tac ctc tct cta g ctg gat tca gac atc tct c 
CXCL11 gtg aag ggc atg gct ata gc ttg tta ctt ggg tac att atg gag g 
HO-1 tcc ggc agt caa cgc ctg cct cc tgc tgt cgg gtt gcg gac gct 
RET aat ttg gaa aag tgg tca agg c ctg cag gcc cca tac aat 
RET/PTC1 cgc gac ctg cgc aaa caa gtt ctt ccg agg gaa ttc c 
Partidores para clonamiento de variantes de CXCR3 
Partidor Forward (5’ a 3’) Reverse (5’ a 3’) 
CXCR3A gcg aat tca aag cac caa agc aga 
ggg g 
gct cta gat ggg cga aag ggg agc ccg 
CXCR3B tgg gcc gat ggg atc a gct cta gat ggg cga aag ggg agc ccg 
Partidores para subclonamiento de variantes de CXCR3 
Partidor Forward (5’ a 3’) Reverse (5’ a 3’) 
CXCR3A atg gtc ctt gag gtg agt gac caa gcc cga gta gga ggc 
CXCR3B atg gag ttg agg aag tac ggg a caa gcc cga gta gga ggc 
Partidores para análisis y secuenciación de clones recombinantes de CXCR3A o CXCR3B 
Partidor Forward (5’ a 3’) Reverse (5’ a 3’) 
T7/BGH taa tac gac tca cta tag gg tag aag gca cag tcg agg 
 
Tabla 4. siRNA usados en esta tesis. 





SMARTpool CXCR3 U C A U G G A C C U G G G C G C U U U 
SMARTpool CXCR3 C C G C A A C U G U G G C C G A G A A 
SMARTpool CXCR3 G C U A A A U G A C G C C G A G G U U 






CXCR3 Stealth siRNA CXCR3 G A U C A C G C A G A A G A A U G C G A G A G A A 




De Millipore Corporation (Temecula, CA, USA), anticuerpo monoclonal anti-Pan-Ras clon 
RAS 10 (MABS195). 
De R&D Systems, (Minneapolis, MN, USA), anticuerpo monoclonal anti-CXCR3 
(MAB160) (reconoce los monómeros de CXCR3A y CXCR3B). 
De Santa Cruz Biotechnology Inc. (Sta. Cruz, CA, USA), anticuerpo policlonal anti-pRET 
(Tirosina-1062) (sc-20252-R). 
De Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina clon DM1A, 
(T9026). 
7.1.1.7. Ligandos recombinantes 
De eBioscience, Inc. (San Diego, CA, USA), interferón gamma humano (14-8319). 
De PeproTech, Inc (RockyHill, NJ, USA), quimioquinas: CXCL4 humano (300-16), CXCL9 
humano (300-26), CXCL10 humano (300-12), CXCL11 humano (300-46). 
De Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), GDNF humano (PHC7044). 
7.1.2. Reactivos químicos 
Los reactivos utilizados en esta tesis se obtuvieron de los siguientes proveedores: 
De Becton Dickinson (Sparks, MD, USA), agar, triptona, extracto de lavadura. 
De Bio-Rad Laboratories Inc., (Hercules, CA, USA), ensayo colorimétrico para 
cuantificación de proteínas DC Protein Assay, estándar de BSA. 
De Calbiochem (EMD, San Diego, CA, USA), Tris-Base, Glicina, inhibidores de PI3K 
(LY294002), inhibidor de ERK (PD98059), inhibidor de PLC (U-73122) e inhibidor de Gαi 
(Toxina de Pertussis), antagonista de CXCR3, kit inmunoensayo colorimétrico directo para medir 
cAMP.  
De Fermentas Inc, Thermo Scientific (Glen Burnie, MD, USA), Pfu polimerasa con buffer 
10X + MgSO4, Taq DNA polimerasa con buffer 10X, dNTPs 100 mM de cada uno, MgCl2 
25mM, buffer de carga 6X para DNA, buffer TBE 10X, estándares de DNA: GeneRuler 50pb 
(SM0373), 100pb (SM0242) y 1.000pb (SM0331). 
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De Fujifilm Hunt Chemicals U.S.A., Inc (Allendale, NJ, USA), Fijador y Revelador. 
De HyClone Laboratories, Inc. (South Logan, UT, USA), suero fetal bovino irradiado con 
rayos gamma. 
De Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), OptiMEM, Advanced RPMI 1640, RPMI sin rojo fenol, 
PBS, lipofectamina 3000, agua destilada ultrapura (DNasa y RNAsa Free), antibiótico-
antimicótico, mezcla penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 g/mL, glutamina, tripsina-
EDTA, buffer HEPES, Taq DNA polimerasa. SYBR Green, medio S.O.C., medio de montaje con 
DAPI (ProLong Gold Antifade reagent with DAPI), RNA later.  
De Jackson Immuno Research (West Grove, PA), BSA (IgG free). 
De LONZA (Rockland, ME, USA), agarosa de bajo punto de fusión. 
De Merck, (Darmstadt, Alemania), TEMED, etanol, cloroformo, isopropanol, ácido 
clorhídrico, hidróxido de sodio, cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, sacarosa, glucosa, 
glicerol, paraformaldehído. 
De Mundolab S.A. (Santiago, Chile), metanol técnico, etanol técnico. 
De Nestlé S.A. (Santiago, Chile), leche semidescremada 0% grasa en polvo. 
De New England Biolabs, inc (Ipswich, MA, USA), enzimas de restricción Ssp I, HindIII y 
XhoI con sus respectivas soluciones de reacción 10X. 
De Perkin Elmer, Inc. (Waltham, MA, USA), substrato quimioluminiscente Western 
Lighting Plus-ECL. 
De Pierce, Thermo-Scientific (Rockford, IL, USA), estándar preteñido de proteínas (10-170 
kDa) (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 26616), films autoradiográficos. 
De Promega (Madison Wi, USA), Sistema de transcripción reversa ImProm-II (RNAsin 
recombinante (inhibidor de RNAsa), transcriptasa reversa, solución de reacción 5X, partidores 
aleatorios (random primers), MgCl2 25 mM). 
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De QIAGEN (California, USA), kit para preparación de DNA a escala analítica y preparativa 
(Mini and Maxi prep DNA purification kit), QIAquick Gel Extraction System, kit para extracción 
de RNA (RNeasy Plus mini kit). 
De R&D Systems, (Minneapolis, MN, USA), Kits Quantikine para detección de 
quimioquinas por ELISA: CXCL4 (300-16), CXCL9 (300-26), CXCL10 (300-12) y CXCL11 
(300-46). 
De Santa Cruz Biotechnology Inc. (Sta. Cruz, CA, USA), inhibidor de RET (RPI-1), 
inhibidor de P38 (SB203580). 
De Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), Tritón X-100, inhibidor de proteasas, persulfato de 
amonio (PSA), ß-mercaptoetanol, azul de bromofenol, Tween 20, EDTA, NP40, solución de 
Ponceau S 0,1% (m/v) en 5% ácido acético (v/v), ampicilina, SDS, DMSO, poli-L-lisina, EGTA, 
ortovanadato de sodio, pirofosfato de sodio, ferricianuro de potasio, ferrocianuro de potasio. 
De Stratagene USA (La Jolla, CA, USA) Brilliant II SYBR Green (Master mix para qPCR). 
De Trevigen, Inc (Gaithersburg, MD, USA) ensayos de proliferación celular TACS MTT. 
De US Biological (Swampscott, MA, USA), X-GAL. 
7.1.3. Material fungible 
De Axygen (Union City, CA, USA), puntas de micropipetas de 10 µL, 200 µL, y 1.000µl con 
y sin filtro. Microtubos de 0,2 mL, 0,6 mL, 1,5 mL y 2,0 mL. 
De BD Plastipak (Madrid, España), Jeringas Luer-Lok (50 mL). 
De BD Falcon (Durham, NC, USA), placas de 12 pocillos, placas de 3 cm, 6 cm y 10 cm. 
De Biologix (Shandong, China), tubos tipo falcon de 15 mL y 50 mL. 
De Bio-Rad Laboratories Inc., (Hercules, CA, USA), membrana de nitrocelulosa de 0,2 m. 
De Corning Incorporated (Corning, NY, USA), Placas de 24 y 96 pocillos. 
De Deltalab (Barcelona, España), portaobjetos. 
46 
 
De Diversified Biotech (Dedham, MA, USA), stickers criogénicos (Cryo-Tags). 
De Dumont (La Sagne, Suiza), Pinzas de precisión #5. 
De HBG Henneberg-Sander Gmbh (Giessen, Alemania), cámara de Neubauer improved 
bright line. 
De Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH (Sondheim, Alemania), cubre objetos redondos de 
12 mm.  
De GLW Storing Systems GmbH (Würzburg, Alemania), contenedor de aluminio de 
pipetas pasteur. 
De Heathrow Scientific (Vernon Hills, IL, USA), rastrillos para microcultivo de bacterias. 
De ISOLAB Laborgeräte GmbH (Wertheim, Alemania), frascos tipo Schott de 100 mL, 
250 mL, 500 mL y 1.000 mL. Matraces aforados de 100 mL, 250 mL, 500 mL y 1.000 mL. 
Matraces Erlenmeyer de 100 mL, 250 mL y 500 mL. Placas petri de 10 cm desechables. 
De Merck, (Darmstadt, Alemania), unidades de filtración desechables (0,1 µm), filtros 
desechables (0,1 µm).  
De Nalgene (Rochester, NY, USA). unidades de filtración reutilizables. 
De Nest Scientific USA (Rahway, NJ, USA), cell scrappers, placas de 6-pocillos,  
De Nunc, Thermo Scientific (Roskilde, Dinamarca), Viales criogénicos. 
De Sartorius Stedim Biotech GmBh (Goettingen, Alemania), filtros para jeringa tipo Luer-
Lok (0,22μm). 
De Sorfa Medical Plastic Co., Ltd. (Zhejiang, China), pipetas serológicas de 10 mL y 25 mL. 
De Scientific Specialties, Inc. (SSI) (Lodi, CA, USA), puntas de micropipeta de 5.000 µL, 
tubos de 0,1 mL para rotorgene. 
De Techno Plastic Products (TPP) (Trasadingen, Suiza), unidades de filtración desechables 
(0,2um), cell scrappers. 
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De Winkler LTDA (Santiago, Chile), Acrilamida: Bis-Acrilamida 29:1. 
7.1.4. Equipos 
Espectrofotómetro Picodrop, modelo PCUBETIP (PicoCube), Microscopio invertido 
Olympus modelo CKX41SF, Microscopio fluorescencia Leica, modelo DM2000, Centrífuga 
Hermle modelo Z326K con rotor 220.72, Centrífuga Hermle modelo Z206A con rotor 220.96, 
Termociclador Qiagen modelo Rotor-Gene Q, Termociclador Axygen modelo MaxyGene 
Gradient, Microcentrífuga refrigerada Hettich, modelo Micro 200R con rotor 2424-A, Incubador 
aeróbico termoregulado con agitación Labwit, modelo ZHWY-100B, Estufa para cultivo 
bacteriano Labtec, modelo DHP-9052, Estufa de cultivo celular Memmert modelo INCO 108 
con filtro HEPA, Lector de Elisa Autobio Biotec modelo PHOmo, Bloque de calor en seco, 
termoregulado Labnet modelo D1100, Transluminador UV Fotodyne modelo Foto/UV21 9-
3027CE, Baño de incubación húmedo Arquimed modelo YCW-01, Fuente de poder Bio-Rad 
modelo Power pac Basic, Cámaras de electroforesis para proteínas Bio-Rad, mini-protean system, 
Cámara de electroforesis de DNA Scie-Plas modelo T-V-GEL, Homogenizador celular OMNI 




7.2.1. Recepción y procesamiento de las biopsias. 
7.2.1.1. Recepción de las biopsias. 
La biopsia fresca se traspasó a gasa estéril inmediatamente después de cirugía en la sala de 
operaciones. La muestra se trasladó dentro de los 5 min siguientes al laboratorio, y se dividió en 
dos partes. La primera parte se almacenó en RNAlater (hasta 1 semana a 4ºC) para su posterior 
extracción de RNA (ver 7.2.1.2), mientras que la segunda parte se almacenó en buffer de lisis de 
proteínas (Tris-HCl 20 mM pH 7,6, EDTA 1 mM, EGTA 0,5 mM, sacarosa 250 mM, tritón X-
100 1%, Na4O7P2 10 mM, suplementado en el momento con NaF 50 mM, NaVO3 1 mM e 
inhibidores de proteasas 1X). Para la obtención de un lisado con proteínas totales, la muestra se 
procesó de inmediato como se describe en 7.2.1.3. 
7.2.1.2. Extracción de RNA. 
El RNA se extrajo utilizando el protocolo descrito por el fabricante QIAGEN, Inc. 
(California, CA, USA) con el kit RNeasy Plus Mini Kit. Este kit permite el aislamiento y 
purificación del RNA total (enriquecido en RNAm, ya que permite aislar moléculas de RNA 
mayores a 200 nucleótidos) sin la necesidad de una digestión adicional con DNAsa. En breve, 20 
a 30 mg de biopsia se homogenizaron con un homogenizador manual en 600 μL de buffer de lisis 
con isotiocianato de guanidina (que inactiva las RNAsas). Para líneas celulares se lisó 
directamente sobre los pocillos con 350 μL de buffer de lisis  (placas de 6 pocillos). El lisado se 
cargó en una columna que con una solución salina remueve eficientemente el DNA genómico. Se 
centrifugó 1 min a 11.180 g y al eluído se le agregó etanol 70%. La mezcla se cargó en una 
columna RNeasy, en la que el RNA se une a la membrana y se centrifugó 1 min a 11.180 g. Los 
contaminantes se lavaron con 600 μL de buffer RW1 durante 1 min a 11.180 g, con 500 μL de 
buffer RPE durante 1 min a 11.180 g y nuevamente con 500 μL de buffer RPE durante 2 min a 
11.180 g. Luego se centrifugó 1 min a 11.180 g para secar la membrana y se eluyó el RNA en 30 
μL de agua libre de RNAsas durante 1 min a 11.180 g. Las muestras se guardaron a -80ºC hasta 
ser cuantificadas y analizadas por qPCR (ver 7.2.4). 
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7.2.1.3. Extracción de proteínas. 
El tejido se pesó en una balanza analítica y se distribuyó en tubos eppendorf con buffer de 
lisis de proteínas a 4ºC tomando en cuenta lo siguiente: para tejidos contralaterales se consideró 
de 14 a 18 mg de tejido en 400 μL de buffer de lisis a 4ºC, mientras que para los tejidos 
neoplásicos (benignos o malignos) se consideró de 8 a 16 mg de tejido en 300 μL de buffer de 
lisis a 4ºC. La mezcla se homogenizó en hielo con un homogenizador manual a 35.000 rpm 
durante 10 s por 3 ciclos a 4°C. Para las líneas celulares, se lisó directo sobre los pocillos con 100 
μL de buffer de lisis (placas de 6 pocillos con células al 100% de confluencia) o con un.volumen 
proporcional la confluencia. El homogenizado se incubó en hielo por 20 min y finalmente se 
centrifugó 10 min a 21.910 g a 4°C. El sobrenadante obtenido es el lisado de proteínas totales 
solubles. Las muestras se guardaron a -20ºC hasta ser cuantificadas y analizadas por Western blot 
(ver 7.2.7). 
7.2.2. Mantención y procesamiento de las células. 
7.2.2.1. Mantención y condiciones de crecimiento de líneas celulares. 
La línea celular Nthy-ori 3-1 se cultivó en medio completo RPMI (RPMI 1640 Advanced 
con aminoácidos no esenciales, glutamina 2 mM, suero fetal de bovino (FBS) 10%, penicilina 
100 U/mL y estreptomicina 100 g/mL) en una incubadora a 37º C y 5% CO2. 
La línea celular TPC-1 (que expresa el rearreglo RET/PTC1) se cultivó en medio completo 
RPMI (RPMI 1640 Advanced con aminoácidos no esenciales, Suero fetal de bovino (FBS) 10%, 
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 g/mL) en una incubadora a 37º C y 5% CO2.  
Las células se almacenaron resuspendidas en medio de congelamiento (50% FBS, 40% RPMI y 
10% DMSO) en tubos criogénicos a –80ºC, o bien en N2 líquido. 
7.2.3. Mantención y procesamiento de las cepas bacterianas. 
7.2.3.1. Mantención y condiciones de crecimiento de las cepas bacterianas. 
La cepa E. coli TOP10 se creció a 37°C en placas con agar al 1,5% (p/v) en medio Luria 
(1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 0,5% NaCl) y se mantuvieron a 4°C para 
almacenamiento durante periodos cortos de tiempo. Para una conservación por tiempos más 
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prolongados, las bacterias se guardaron en glicerol al 50% (-20°C) o en glicerol al 14% (-80°C). 
La condición normal de crecimiento de estas cepas fue en medio Luria a 37°C con agitación 
durante toda la noche (200 rpm). Las cepas transformadas con los plásmidos recombinantes se 
crecieron en medio Luria con ampicilina (100 μg/mL). 
7.2.3.2. Obtención de plásmidos recombinantes. 
7.2.3.2.1. Crecimiento de bacterias para purificación de plásmidos. 
Este protocolo consiste en crecer las bacterias para lograr una alta densidad celular en el 
cultivo y está descrito para la cepa E. coli TOP10. Se preparó 100 mL de medio Luria con 
ampicilina (100 μg/mL) y se inoculó 1 mL de cultivo saturado previamente crecido por toda la 
noche en el mismo medio. El cultivo se incubó a 37°C con agitación durante toda la noche. 
7.2.3.2.2. Purificación de plásmidos recombinantes a escala preparativa y analítica. 
La purificación de los plásmidos a escala analítica y preparativa se realizó mediante lisis 
alcalina según el protocolo descrito por QIAGEN Inc. (California, CA, USA), que se basa en el 
uso de columnas de intercambio aniónico para la retención del DNA que se obtiene por 
centrifugación de un cultivo bacteriano previamente sometido a tratamiento con solución alcalina. 
En el caso de las preparaciones de DNA a gran escala (Midiprep), el sedimento de DNA se 
resuspendió en 500 L buffer EB (Tris-HCl 10mM pH 8,5), obteniéndose rendimientos en un 
rango entre 50 y 200 µg de DNA total con concentraciones entre 0,1-0,4 g/L de DNA. En el 
caso de una preparación a escala analítica (Miniprep), el DNA se eluyó en un volumen de 50 L 
de buffer EB, obteniéndose rendimientos entre 2,5 y 10 g de DNA total con concentraciones de 
0,05-0,25 g/L de DNA. 
7.2.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
7.2.4.1. Determinación de la concentración de DNA y RNA. 
La concentración de DNA y RNA se determinó por espectrofotometría mediante 
mediciones de absorbancia a 260 nm con el espectofotómetro PicoCube (Picodrop Ltd, Saffron 
Walden, UK). Además, se consideró el valor de la razón 280/260 como referencia del grado de 
pureza de la preparación. 
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7.2.4.2. Síntesis de cDNA. 
Para la reacción de Transcripción Reversa se utilizó el protocolo descrito por Promega 
(Madison Wi, USA), (ImProm-II Reverse Transcription System). En breve, a 1 µg de RNA total 
obtenido desde biopsias o desde células en cultivo se le agregó 1 μL de Random primers (0,5 
μg/μL) y se llevó a un volumen de 12 μL con H2O libre de RNAsas. La mezcla se incubó a 70ºC 
por 5 min para eliminar las estructuras secundarias del RNA e inmediatamente se incubó en hielo. 
Se agregó 4 μL de buffer de reacción ImProm-II 5X, 1,2 μl de MgCl2 (25 mM), 1 μl de dNTPs 
(10 mM de cada dNTP), 0,5 μL de Inhibidor de RNAsa (40 U/μL) y 1 μL de transcriptasa reversa 
ImProm-II (160 U/μL). En seguida la mezcla se sometió 5 min a 25ºC, 60 min a 42ºC y 15 min a 
70ºC. Una vez terminada la reacción, los cDNAs obtenidos se guardaron a –20ºC hasta ser 
usados en la reacción de PCR. 
7.2.4.3. Reacción de amplificación de DNA por PCR (Taq DNA polimerasa). 
Previo a la amplificación, el DNA (correspondiente a 2 µL de alícuota bacteriana) se 
denaturó a 95C durante 3 min La reacción se realizó en un volumen final de 25 L en solución 
amortiguadora Taq buffer (10 mM Tris-HCl pH 8,8, 50 mM KCl, 0,08% nonidet 40), 0,12 mM 
MgCl2 y 200 M de cada nucleósido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 1 U de Taq DNA 
polimerasa (Fermentas, Taq DNA polimerasa nativa, 5 U/L) y partidores a una concentración 
final de 0,4 M. La mezcla de reacción se sometió a 35 ciclos de amplificación en un 
termociclador MaxyGene Gradient (Axygen). Cada ciclo consistió en 1 min a 94C 
(denaturación), 1 min a 55C (hibridación) y 1 min a 72C (elongación). Finalmente, las muestras 
se incubaron durante 10 min adicionales a 72C y luego se mantuvieron a 4C hasta ser 
analizadas. Las etapas de incubación a temperaturas y tiempos determinados variaron según 
necesidad de cada reacción de amplificación en cuestión. Este tipo de PCRs se utilizó para 
analizar las colonias de E. coli TOP10 transformadas con plásmidos (ver 7.2.6.6). 
7.2.4.4. Reacción de amplificación de DNA por PCR (Pfu DNA polimerasa). 
Para el clonamiento de la secuencia codificante de CXCR3A y CXCR3B de tiroides, 
CXCR3, CXCR3B se utilizó el vector de clonamiento pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA y la 
enzima Pfu DNA polimerasa. Esta enzima presenta una menor tasa de error en la elongación del 
DNA con respecto a Taq polimerasa (0,2x10
-5
 para Pfu y 1,8x10
-5 
para Taq DNA pol.) ya que 
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tiene actividad 3’5’ exonucleasa capaz de remover errores de elongación (Flaman et al., 1994). 
El DNA utilizado como molde en este protocolo se obtuvo desde tejido contralateral de pacientes 
con patologías benignas para CXCR3A y desde Nthy-ori 3-1 para CXCR3B, según se describe en 
7.2.6.1. Previo a la amplificación, 2 µg de DNA se denaturaron a 95C durante 3 min La reacción 
de amplificación se realizó en un volumen final de 25 L en solución amortiguadora para Pfu (20 
mM Tris-pH 8,8, 10mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, 2 mM MgSO4, 0,1% Tritón X-100, 0,1 mg/mL 
de BSA libre de nucleasas), 200 M de cada nucleósido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 
1,25 unidades de Pfu DNA polimerasa y partidores a una concentración final de 1 M. A 
continuación, la mezcla de reacción se sometió 35 ciclos de amplificación en un termociclador 
MaxyGene Gradient (Axygen). Cada ciclo consistió en 30 s a 95C (denaturación), 30 s a 60C 
(hibridación) y 2,5 min a 72C (elongación). Finalmente, las muestras se incubaron durante 10 
min adicionales a 72C y luego se mantienen a 4C. Como la enzima Pfu DNA polimerasa no 
presenta actividad adenina transferasa terminal, fue necesario someter la reacción de 
amplificación a una segunda incubación a 72C durante 15 min, agregando ésta vez, 1 U de 
enzima Taq DNA polimerasa. 
7.2.4.5. PCR en tiempo real (qPCR). 
Para evaluar los niveles de expresión génica de las variantes de CXCR3, sus ligandos, RET, 
RET/PTC1 y los genes normalizadores, se utilizó el PCR en tiempo real (qPCR). La reacción de 
amplificación se llevó a cabo en termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). 
7.2.4.5.1. Curvas estándar. 
Para definir la eficiencia de reacción del qPCR y si las cantidades de cDNA utilizadas en 
las reacciones con cada par de primers, ya sea desde RT-PCR desde muestras de biopsias 
quirúrgicas o desde lisados de células en cultivo, fueron las óptimas, fue necesario generar curvas 
estándar para cada variante (CXCRA y CXCR3B), sus ligandos (CXCL4, CXCL9, CXCL10 y 
CXCL11), RET, RET/PTC1, HO-1 y los genes normalizadores (β-actina, 18S), utilizando en 
cada caso, un par de partidores específicos para cada gen. En breve, las curvas se obtuvieron 
haciendo diluciones seriadas de un mix de cDNA de pacientes con CPT y nódulos benignos o en 
su defecto con un mix de cDNAs de distintos cultivos de células crecidas en medio control. Las 
curvas estándar se realizaron considerando un rango de cantidades iniciales de RNA, entre los 3,2 
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pg a 50 ng desde la reacción de RT-PCR (ver 7.2.4.2). La mezcla de reacción se sometió a 40 
ciclos de amplificación en un termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). Cada ciclo consistió en 10 
min a 95ºC (denaturación inicial), 40 ciclos de amplificación consistentes en 20 s a 95ºC 
(denaturación), 20 s a 60ºC (hibridación) y 20 s a 72ºC (elongación). Finalmente, cada reacción 
se sometió a una curva de melting, consistente en un gradiente de 72ºC a 95ºC a 5 s/ºC. Los 
valores de fluorescencia obtenidos para cada punto de la curva se analizaron con el software 
Rotorgene Q series software, obteniendo una curva de amplificación sigmoidea (fluorescencia vs. 
nº de ciclo de amplificación) y otra curva lineal (cT vs. ng de cDNA) con las cuales se determinó 
el umbral de fluorescencia y la eficiencia de la reacción. El umbral se determinó siguiendo los 
siguientes criterios: a) Debe estar en la fase logarítmica de la curva de amplificación; b) 
Coeficiente de regresión lineal (r) lo más cercano posible a 1 en la ecuación de la recta; c) 
Eficiencia de amplificación (E) entre 90% y 110%. La E se interpreta como la similitud de los ng 
de cDNA utilizados teóricamente en la reacción respecto a los ng de cDNA obtenido al interpolar 
los datos de cT en la curva estándar. Esta se calcula con la siguiente fórmula:           , 
donde M es la pendiente de la ecuación de la recta y E es la eficiencia de amplificación. 
7.2.4.5.2. Protocolo qPCR. 
Para cada reacción se utilizó 10 ng cDNA, 0,25 M de cada partidor y 10 l de Brilliant® 
II SYBR® Green QPCR Master Mix 2X. El volumen de reacción se completó a 20 L con H2O 
ultra pura. La amplificación de los genes se llevó a cabo en un termociclador Rotor-Gene Q 
(Qiagen) según el siguiente programa: 10 min a 95ºC (denaturación inicial), 40 ciclos de 
amplificación consistentes en 20 s a 95ºC (denaturación), 20 s a 60ºC (hibridación) y 20 s a 72ºC 
(elongación). Finalmente, cada reacción se sometió a una curva de melting, consistente en un 
gradiente de 72ºC a 95ºC a 5 s/ºC. La curva de melting se utiliza para descartar la presencia de 
contaminación en la muestra o de inespecificidad de los partidores. 
7.2.4.5.3. Cálculo de la expresión relativa de RNAm. 
Para calcular la razón entre los niveles de transcritos para un determinado gen en la muestra 
en una situación de prueba versus una situación control, se realizan en forma independiente qPCR 
para los genes blanco, β-actina y 18S (Genes Referencia). Una vez obtenido el cT de cada 
muestra, se calcularon las veces de cambio según el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001) que se basa 
en la eficiencia (E) y la diferencia de cT del gen blanco (blanco) obtenido de una muestra versus 
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un control, y expresado en comparación a uno o más genes de referencia. Según lo descrito 
anteriormente se utiliza la siguiente fórmula: 
                          
                                 
                           
 
Para obtener las veces de cambio relativo se procede de la siguiente manera: para valores 
<1: se calcula el recíproco negativo de los valores y se les suma 1. Para valores ≥1: se resta 1. 
7.2.4.5.4. Cálculo de la expresión absoluta de RNAm (número de copias). 
Para determinar el número de copias (nc) de RNAm en una determinada muestra, se generó 
una curva estándar por qPCR con distintas cantidades de plásmido que contiene clonado el gen a 
cuantificar (CXCR3A, CXCR3B o β-actina). Luego se graficaron los valores de cT versus la 
cantidad de cDNA utilizado y se obtuvo una ecuación a partir de la curva. A continuación, se 
obtuvo la masa interpolando los valores de cT de las muestras en la curva y se utilizó la siguiente 
fórmula para obtener el nc: 
    
             
                
 
Donde mg es la masa en miligramos de cDNA, 6,022*10
23
 es el número de Avogadro 
(nc/mol), pb es el número de pares de bases del amplicón generado por qPCR y 660.000 mg/mol 
(660 Da) es la masa molar promedio de cada par de bases de DNA. 
7.2.5. Electroforesis y purificación de DNA. 
La separación de fragmentos de 0,1-10 kb se realizó por electroforesis en geles horizontales de 
agarosa (1-2%) con SYBR Green 1X, preparados en solución TBE 1X (Tris-HCl 90 mM pH 8,3, 
EDTA 1,1mM, ácido bórico 89 mM). Los geles se sometieron a electroforesis en solución 
amortiguadora TBE a 80 mA (100 V). Antes de cargar las muestras en el gel, éstas se diluyen con 
5 volúmenes de solución de carga 6x (Tris-HCl 10 mM pH 7,6, azul de bromofenol 0,03%, 
Xileno cianol FF 0,03%, glicerol 60% y EDTA 60mM). Las bandas de DNA se visualizaron en 
un transiluminador UV Foto/UV 21 (Fotodyne), y para su registro, se fotografiaron con una 
cámara digital LUMIX DMC-FX580 (Panasonic). Para la purificación de fragmentos de DNA a 
partir de geles de agarosa, se siguió el protocolo de kit QIAquick Gel extraction system, de 
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QIAGEN, Inc. (California, CA, USA). Este sistema permite el aislamiento y purificación de 
fragmentos de DNA (generados por digestión enzimática o por PCR) en un rango de 0,07-10 kb a 
partir de geles de agarosa. 
7.2.6. Clonamiento de variantes de CXCR3 en vector pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA 
(Invitrogen). 
7.2.6.1. Generación de secuencia codificantes de CXCR3A y CXCR3B. 
La generación del cDNA de CXCR3A se realizó por RT-PCR (ver 7.2.4.2) a partir de una 
mezcla de RNA aislado desde tejidos contralaterales de pacientes con patologías benignas (ver 
7.2.1.2). En breve, la reacción de RT de cada tejido contralateral se mezcló en proporciones 
iguales, obteniéndo una mezcla madre de cDNAs (cDNA mix) de tejido contralateral. Esta 
mezcla se usó como molde para una reacción de PCR utilizando el partidor 5’ pTopo-F (dirigido 
contra secuencia específica 5’ UTR de CXCR3A) y un partidor 3´ pTopo-R (dirigido contra la 
secuencia 3’ terminal que es común para ambas variantes). La reacción de RT-PCR se llevó a 
cabo utilizando la enzima Pfu polimerasa como se describe en el punto 7.2.4.4, pero 
considerando, 0,5 M de partidor reverse. Para la generación de secuencia codificante de 
CXCR3B, se realizó un RT-PCR (ver 7.2.4.2) a partir de RNA aislado desde células  
La generación del cDNA de CXCR3B se realizó por RT-PCR (ver 7.2.4.2) a partir de RNA de 
células Nthy-ori 3-1, utilizando los partidores 5´ pTopo-F2 (dirigido contra una secuencia 
intrónica presente en CXCR3B y no en CXCR3A) y el partidor 3´ pTopo-R descrito 
anteriormente. El cDNA generado se usó como molde para una reacción de PCR con la enzima 
Pfu polimerasa como se describe en el punto 7.2.4.4, pero considerando 0,33 M de partidor 
reverse y 65ºC de hibridación. La secuencia de los partidores utilizados para las reacciones de 
PCR se describe en la Tabla 5.  
Para el PCR preparativo, la reacción de PCR analítica (25 L) se escaló a un volumen 
final de reacción de 100 L. La reacción se cargó en un gel de agarosa al 1% y luego de 





Tabla 5. Partidores para clonar usados en esta tesis. 
Partidores para clonar 
Nombre Gen Blanco Secuencia 5’ a 3’ 
pTopo-F CXCR3A gcg aat tca aag cac caa agc aga ggg g 
pTopo-F2 CXCR3B tgg gcc gat ggg atc a 
pTopo-R CXCR3A y CXCR3B gct cta gat ggg cga aag ggg agc ccg 
 
7.2.6.2. Clonamiento de CXCR3A y CXCR3B en el vector pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA 
(Invitrogen). 
Los fragmentos de DNA obtenidos por RT-PCR que contienen la secuencia codificante para 
CXCR3A y CXCR3B se clonaron en el vector de expresión eucarionte, pcDNA3.1/V5-His© 
TOPO® TA. Los fragmentos de PCR se incorporaron directamente al vector de clonamiento, sin 
necesidad de usar una ligasa, ya que el vector contiene un residuo de timidina en ambos extremos 
del sitio de clonamiento en que la enzima Topoisomerasa I se encuentra covalentemente unida al 
vector mediante un enlace fosfo-tirosina (Tyr-274) (Shuman, 1991). Este enlace se disuelve luego 
de la reacción de clonamiento, liberando la topoisomerasa (Shuman, 1994). Los extremos 3’ de 
los fragmentos de DNA generados por PCR contienen adenina debido a la actividad desoxi-
adenosina terminal transferasa de la Taq polimerasa, lo que permite que sean eficientemente 
ligados a los extremos 3’ desoxi-timidina del vector.  
Para el clonamiento de cada variante de CXCR3 en el vector pcDNA3.1/V5-His, el 
producto de PCR purificado se mezcló con 1 L de solución salina (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl2), 
1 L de vector pcDNA3.1/V5-His (10 g/μL en 50% glicerol, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1 mM 
EDTA, 2 mM DTT, 0,1% Tritón X-100, 100 μg/mL BSA, 30 μM indicador rojo fenol) y agua 
estéril libre de DNAsas en un volumen final de 6 μL. Para calcular la cantidad de DNA necesaria 
para clonar en el vector se utilizó la siguiente fórmula: 
                  
           
                            
Para 10 g de plásmido (5,52 kb) se calculó que para clonar CXCR3A (1,2 kb) y CXCR3B 
(1,31 kb) se necesitan 10,87 g de CXCR3A y 11,87 g de CXCR3B. La mezcla se incubó entre 
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20 y 30 min en hielo. Se tomó 2 L de la reacción de ligación y se incubó por 30 min en hielo 
con 50 L de E. coli TOP10 quimiocompetentes, preparadas como se describe a continuación. 
7.2.6.3. Preparación de células quimiocompetentes E. coli TOP10. 
Se inoculó 50 mL de medio Luria con 1 mL de un cultivo saturado y se incubó a 37°C con 
agitación fuerte (300 rpm) hasta una D.O. 600 nm de 0,5 a 0,7. Luego, las células se mantuvieron 
en hielo por 10 min. A continuación, se centrifugó en tubos estériles por 10 min a 2.790 g en a 
4°C. Las células recolectadas se resuspendieron en 25 mL de una solución fría y estéril de CaCl2 
75 mM y se dejó en hielo por 20 min. Luego de centrifugar en las mismas condiciones anteriores, 
las células se resuspendieron en 3 mL de CaCl2 75 mM. A partir de este instante las células se 
consideran competentes. El grado de competencia se aumentó dejando las células por algunas h 
en CaCl2 75 mM a 0°C. Finalmente, las células se fraccionaron en alícuotas de 200 µL en tubos 
de microcentrífuga estériles con glicerol al 14%, se enfriaron rápidamente en un baño de hielo 
seco y etanol y se almacenaron a -80°C hasta su uso. 
7.2.6.4. Transformación de E. coli TOP10 quimiocompetentes con plásmidos. 
Para la transformación de la cepa de E. coli TOP10 quimiocompetente se utilizó el 
procedimiento descrito por (Weston et al., 1981). Se mezcló 50 L de una suspensión de células 
quimiocompetentes con 10 g de plásmidos o alternativamente con 4 µL de la reacción de 
ligación. La mezcla se incubó 30 min en hielo y luego se dió un pulso de calor de 42°C por 30 s. 
Luego se transfirió inmediatamente a hielo, se agregó 250 L de medio SOC y se incubó a 37C 
por 60 min con 200 rpm de agitación.  
7.2.6.5. Selección de clones recombinantes. 
La selección de las bacterias transformantes se realizó en placas con agar Luria al 1,5% 
suplementadas con ampicilina (100 μg/mL). En breve, del cultivo realizado en el paso anterior 
(ver 7.2.6.4) se sembró una fracción de 100 a 200 L en placas con agar Luria al 1,5% con 
ampicilina (100 μg/mL) (medio de selección correspondiente al marcador genético de selección 
contenido en el vector de clonamiento correspondiente) y se incubaron entre 12 y 24 h a 37°C. 
Los clones transformantes se aislaron desde la placa de cultivo y se procedió a realizar la 
reacción de PCR en colonia o alternativamente, las colonias se crecieron en medio LB 
suplementado con ampicilina. La reacción de PCR en colonia (ver 7.2.6.6) permite analizar la 
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existencia y orientación de los fragmentos clonados mediante combinatorias de partidores del 
transgen y del vector. Los fragmentos de PCR generados luego son analizados en geles de 
agarosa analíticos al 1%. Además, los clones se analizaron también por digestión enzimática de 
los plásmidos que son aislados desde los clones que resultan positivos para la reacción de PCR y 
que contiene el gen clonado en la orientación correcta. Para corroborar la identidad de la 
secuencia clonada y compararla con la secuencia publicada en Pubmed 
(CXCR3A:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4504098;CXCR3B:https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nuccore/NM_001142797.1) los plásmidos de clones recombinantes se mandaron a 
secuenciar. 
7.2.6.6. Análisis de clones recombinantes mediante PCR en colonia. 
Para analizar si las colonias resistentes a ampicilina obtenidas en la transformación 
correspondían a clones recombinantes, se realizó una reacción de PCR en colonia. Para ello se 
tomó una muestra por contacto desde una colonia única y se inoculó en 50 l de medio luria. De 
esta suspensión se tomó 2 L para la reacción de PCR (ver 7.2.4.3). Para determinar la presencia 
y orientación del fragmento clonado se utilizó dos combinatorias de partidores; una que considera 
un partidor que hibrida con el vector (río arriba del sitio de clonamiento) conocido como partidor 
T7 (forward) y un partidor que hibrida con el extremo 3’ del fragmento de DNA clonado 
(reverse), o una que considera el partidor T7 (forward) y un partidor que hibrida con el extremo 5’ 
del fragmento clonado (forward). Sólo la primera combinatoria y de manera inequívoca genera 
un producto de PCR, el cual indica que el inserto está en la orientación deseada, es decir río abajo 
del promotor eucarionte CMV. Además, se usó como control el plásmido pcDNA™3.1/V5-His-
TOPO®/lacZ incluido en el kit pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA Expression Kit, el cual se 
analizó con el partidor T7 (forward) y el partidor BGH (reverse). Los partidores que se utilizaron 
en este análisis se señalan en la Tabla 6. 
7.2.6.7. Digestiones analíticas con enzimas de restricción. 
Se incubó entre 200 y 500 ng de plásmidos con 5 U de las respectivas enzimas de 
restricción en un volumen final de 10 L, según las condiciones indicadas por los proveedores. El 
tiempo de incubación fue de 2 h a 37°C. En esta tesis se utilizó las siguientes enzimas de 
restricción: SspI (que presenta sólo un sitio de restricción en los plásmidos a analizar y no corta 
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Tabla 6. Partidores para analizar clones recombinantes usados en esta tesis. 
Partidores para análisis de clones recombinantes 
Nombre Gen Blanco Secuencia 5’ a 3’ 
T7 (F) CXCR3A, CXCR3B y  
β-galactosidasa 
taa tac gac tca cta tag gg 
pTopo-F CXCR3A gcg aat tca aag cac caa agc aga ggg g 
pTopo-F2 CXCR3B tgg gcc gat ggg atc a 
pTopo-R CXCR3A y CXCR3B gct cta gat ggg cga aag ggg agc ccg 
BGH (R) β-galactosidasa tag aag gca cag tcg agg 
 
las secuencias de CXCR3A ni de CXCR3B) y la digestión doble con HindIII y XhoI (que 
presentan un sitio de corte río arriba y uno río abajo del sitio de clonación respectivamente, y no 
cortan las secuencias de CXCR3A ni de CXCR3B). Los fragmentos de restricción se analizaron 
por electroforesis en geles de agarosa al 1% (ver 7.2.5). 
7.2.6.8. Secuenciación de los clones seleccionados. 
Adicionalmente a los análisis de restricción, la secuencia de los cDNAs clonados para 
CXCR3A y CXCR3B se corroboraron mediante secuenciación. Para ello, los plásmidos que 
contenían la secuencia de DNA completa para CXCR3A y para CXCR3B, se enviaron al servicio 
de secuenciación de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Para poder secuenciar la 
totalidad de la secuencia clonada, por cada plásmido se realizaron dos reacciones de 
secuenciación. Para ello se utilizó los partidores T7 (F) y el BGH (R) mencionados en el punto 
7.2.6.6, ya que flanquean la zona de clonamiento del vector. 
Las secuencias se obtuvieron en formato .seq, desde el programa MEGA 3 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) y se analizaron con el programa ClustalW2 del EMBL-EBI 
(European Molecular Biology Laboratory – The European Bioinformatics Institute). Este 
programa permite comparar la secuencia blanco con secuencia conocidas publicadas en pubmed 
(la de CXCR3A y CXCR3B, proveniente de linfocitos) mediante análisis de alineamiento 
múltiple de tal manera que se logra identificar el porcentaje de homología y la identidad de la 
secuencia analizada respecto de la secuencia publicada. 
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7.2.6.9. Subclonamiento de CXCR3A y CXCR3B. 
Para disponer de las variantes de CXCR3 fusionadas al epítope V5, se procedió a subclonar 
la secuencia codificante de CXCR3A y CXCR3B en el vector pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA. 
Para ello, se generó fragmentos de PCR utilizando como molde los plásmidos generados en el 
punto 7.2.6.5 pero utilizando partidores que permiten fusionar el marco de lectura abierto y 
correcto de cada variante con el epítope V5 del vector, evitando interponer un codón de término 
entre el extremo 3’ de cada variante y la secuencia del epítope. Para ambas variantes, se utilizó la 
enzima Pfu polimerasa en la reacción de PCR, como se describe en el punto 7.2.4.4 pero 
considerando, 0,5 M de cada partidor y 65ºC de hibridación. Se usó como molde los respectivos 
plásmidos generados anteriormente para una reacción de PCR. Los partidores que se usaron en el 
subclonamiento de las variantes son los señalados en la Tabla 7. 
Tabla 7. Partidores para generar plásmidos con secuencias fusionadas al epítope V5. 
Partidores para subclonamiento 
Nombre Gen Blanco Secuencia 5’ a 3’ 
pTopo-Sub-F Extremo 5’ de CXCR3A atg gtc ctt gag gtg agt gac 
pTopo-Sub-F2 Extremo 5’ de CXCR3B atg gag ttg agg aag tac ggg a 
pTopo-Sub-R Extremo 3’ de CXCR3A y CXCR3B 
sin codón stop 
caa gcc cga gta gga ggc 
 
Los amplicones obtenidos mediante PCR se transformaron en E. coli TOP10 
quimiocompetentes (ver 7.2.6.4), se analizaron por PCR en colonia (ver 7.2.6.6) y los plásmidos 
resultantes se analizaron al igual que los plásmidos clonados inicialmente (ver.7.2.6.5 y 7.2.6.8). 
7.2.7. Western blot. 
Esta técnica inmunoelectroforética fue descrita por Towbin (Towbin et al., 1979) y se basa 
en el reconocimiento de proteínas por anticuerpos específicos, las que han sido separadas 
previamente por electroforesis y transferidas a membranas de nitrocelulosa. 
7.2.7.1. Determinación de la concentración de proteínas. 
La cuantificación de proteínas en lisados totales o en fracciones subcelulares se realizó 
utilizando el protocolo descrito por Bio-Rad (Hercules, CA, USA) (Bio Rad DC Protein Assay). 
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Este ensayo colorimétrico, basado en el método de (Lowry et al., 1951) permite la cuantificación 
de proteínas luego de la solubilización de éstas en distintos tipos de detergentes. Este método se 
basa en la reacción de proteínas con una solución alcalina de tartrato de cobre (C4H4CuO6) y la 
posterior reducción del reactivo de Folin por las proteínas tratadas con cobre en medio alcalino. 
La generación de distintas especies reducidas del reactivo de Folin genera un color azul 
característico que tiene un Peak mínimo de absorbancia a 405 nm y un máximo a 705 nm. El 
procedimiento utilizado fue el descrito por el proveedor. En breve, se generó una curva de 
estándar de BSA entre 0,2 y 2,0 g/L (a partir de una solución madre de BSA 2 g/L) 
considerando un blanco sin BSA. La curva se diluyó en el mismo buffer de lisis en el que 
estuvieran las muestras (buffer tyrode o buffer de lisis de proteínas). A la vez, se preparan 
diluciones de los extractos de proteínas (1:3 para células y 1:5 para tejidos). La reacción 
colorimétrica se realizó en placas de 96 pocillos considerando tanto para los puntos de la curva de 
calibración como para las muestras un triplicado. La placa se incubó en oscuridad, a temperatura 
ambiente por 15 min. Luego se midió la absorbancia en un lector de ELISA (Autobio Labtec 
Instruments co. modelo PHOmo) utilizando un filtro de 620 nm. Los datos de la curva estándar se 
tabularon en una planilla Excel y se confeccionó un gráfico de concentración vs. absorbancia. A 
partir de este gráfico se obtuvo la ecuación de la recta del tipo y= mx+c, en la que y es la 
absorbancia (en unidades arbitrarias), m es la pendiente de la recta y x es la concentración en 
g/L. Se corroboró la relación lineal de los datos a través del coeficiente de regresión lineal “r” 
obteniéndose valores entre 0,97 y 1. Luego se procedió a interpolar los valores de absorbancia 
para cada muestra despejando x de la ecuación obtenida para la curva estándar y la concentración 
interpolada se multiplicó por el factor de dilución correspondiente. 
7.2.7.2. Preparación de muestras de proteínas para su análisis por electroforesis en geles de 
poliacrilamida-SDS. 
Para que el análisis de los niveles de proteínas fuese cuantitativo, se cargó 60 g de 
proteínas desde lisados totales en un volumen final de 45 a 60 L. Para evitar la distorsión de la 
corrida electroforética, en cada electroforesis, se fijó el mismo volumen para todas las muestras 
En este volumen se consideraron las proteínas, la solución de carga (buffer Laemmli: Tris-HCl 
62,5 mM pH 6,8, SDS 3%, glicerol 10%, 2- mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,025%) y 
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el buffer de lisis (o buffer tyrode según correspondiese). Finalmente, las muestras se denaturaron 
por calor durante 10 min en un bloque termoregulado a 100°C. 
7.2.7.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. 
Se utilizó el sistema de minicámaras Bio Rad (Miniprotean system) siguiendo la técnica 
descrita por (Laemmli, 1970). Los geles resolutivos se prepararon al 10% (para proteínas ≥40 
kDa) y 15% (para proteínas <40 kDa). Los geles resolutivos se obtuvieron a partir de solución 
madre de acrilamida:bisacrilamida (29:1) en solución A (Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8, SDS 0,1%) y 
H20 destilada. Para polimerizar la solución de acrilamida se añadió persulfato de amonio (PSA) 
0,08% y TEMED 0,25%. Los geles separadores se prepararon al 5% y se obtuvieron desde una 
solución madre de acrilamida:bisacrilamida (29:1) en solución B (Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8, 
SDS 0,1%) y H2O destilada. Para polimerizar la solución de acrilamida se añadió persulfato de 
amonio (PSA) 0,07% y TEMED 0,35%.  
Los volúmenes de cada solución madre para la preparación de geles resolutivos y de 
separación se describen en la Tabla 8. 
Tabla 8. Preparación de geles de poliacrilamida para Western blot. 
Geles de Poliacrilamida (1,5 mm de espesor) 
Gel Resolutivo 10% 15% Gel Concentrador 5% 
Solución A 4X 2,5 Ml 2,5 Ml Solución B 4X 0,8 mL 
Acrilamida (29:1) 3,25 mL 4,87 Ml Acrilamida (29:1) 0,5 mL 
H2O 4,25 mL 2,62 Ml H2O 2,3 mL 
PSA 10% 83 µL 75 µL PSA 10% 25 µL 
TEMED 25 µL 20 µL TEMED 12,5 µL 
 
Se ensambló los geles en el sistema de minicámaras y este compartimiento se llenó con 
solución de corrida (Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,4, SDS 0,1%). Se procedió a cargar 
las muestras previamente hervidas en los geles de poliacrilamida. La electroforesis se desarrolló 
a 120 V constantes utilizando como referencia estándares de peso molecular de proteínas 
preteñidos (Pierce, cat. 26616). 
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7.2.7.4. Transferencia a nitrocelulosa. 
Las proteínas separadas en el gel de poliacrilamida-SDS fueron transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa en un "sandwich" compuesto por: dos esponjas plásticas, dos láminas 
de papel filtro, una lámina de nitrocelulosa (poros de 0,2 µm) y el gel resolutivo de 
poliacrilamida-SDS, todo esto depositado entre dos soportes de plástico perforados. Este 
"sandwich" se colocó en una cámara de transferencia con la membrana de nitrocelulosa hacia el 
ánodo y el gel hacia el cátodo. El traspaso se realizó en hielo a 400 mA constantes durante 2 h en 
una solución amortiguadora (Tris-HCl 25mM, glicina 192 mM, metanol 20% pH 8,4).  
7.2.7.5. Procesamiento de las membranas y bloqueo. 
La eficiencia de la transferencia se estimó por el grado de traspaso de los estándares 
preteñidos desde el gel a la membrana. Adicionalmente, para confirmar la misma cantidad de 
proteínas totales en cada muestra en análisis, la membrana se incubó con solución rojo Ponceau 
(Ponceau S 0,1% m/v en ácido acético 5%). De ser necesario, la membrana se cortó a distintos 
pesos moleculares para poder evaluar distintas proteínas en el mismo gel. El rojo Ponceau se 
retiró de la membrana mediante lavados con TBS (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl)- 
Tween 20 0,1% a temperatura ambiente. Para bloquear los sitios de unión inespecífica del 
anticuerpo, la membrana se incubó con TBS-Leche 5% (semidescremada) por 1 h a temperatura 
ambiente con agitación suave. Luego se lavó con solución TBS-T tres veces durante 5 min y con 
TBS una vez durante 5 min a temperatura ambiente. 
7.2.7.6. Reacción antígeno-anticuerpo. 
Se incubó las membranas con anticuerpos primarios a 4°C por toda la noche con agitación 
suave. Al día siguiente se lavó las membranas con solución TBS-T tres veces durante 5 min y con 
TBS una vez por 5 min. Luego se incubó por 1 h a temperatura ambiente con los respectivos 
anticuerpos secundarios conjugados a HRP: anti-conejo (GAR) y anti-ratón (GAM) (Bio-Rad). 
Finalmente, se lavó las membranas con solución TBS-T tres veces por 5 min y con TBS una vez 
por 5 min. Las diluciones de los anticuerpos utilizados en esta tesis se suplementaron BSA, leche 





Tabla 9. Preparación de anticuerpos utilizados en Western blot. 
                                             Diluciones de anticuerpos utilizados 




CXCR3 CXCR3 Abcam 1:1000 0,5 ug/mL TBS-T 0,1% GAM 
1:10000 
CXCR3 CXCR3 R&D 1:1000 0,5 ug/mL PBS 1X GAM 
1:10000 
Quinasa AKT Cell Signalling 1:1000 0,019 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAR 
1:10000 
Quinasa ERK Cell Signalling 1:1000 0,0076 ug/mL TBS-T 0,1% GAR 
1:10000 
Quinasa P38 Cell Signalling 1:1000 0,076 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAR 
1:10000 
Quinasa PLCβ3 Cell Signalling 1:1000 0,082 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAR 
1:10000 
Quinasa RAS Millipore 1:1000 0,5 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAM 
1:10000 
Quinasa RET Cell Signalling 1:1000 0,017 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pAKT Cell Signalling 1:1000 0,129 ug/mL TBS-T 0,1% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pERK Cell Signalling 1:1000 0,15 ug/mL TBS-T 0,1% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pP38 Cell Signalling 1:1000 0,078 ug/mL TBS-BSA 3% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pPLCβ3 S1105 Cell Signalling 1:500 0,088 ug/mL TBS-BSA 3% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pRAS (pTyr) Calbiochem 1:1000 0,25 ug/mL TBS-T 0,1% - TBS 3% GAR 
1:20000 
Fosfo-quinasa pRET Y905 Cell Signalling 1:500 0,018 ug/mL TBS-BSA 3% GAR 
1:10000 
Fosfo-quinasa pRET Y1062 Santa Cruz 1:1000 0,2 ug/mL TBS-T 0,1% - Leche 5% GAR 
1:10000 
Gen de referencia α-tubulina Sigma 1:1000 25,1 ug/mL TBS-T 0,1% GAM 
1:10000 
Epítope V5 Invitrogen 1:500 3,36 ug/mL TBS-T 0,1% - Leche 5% GAM 
1:20000 
Ac. Secundario GAM Bio-Rad 1:10000-1:20000 0,08-0,16 ug/mL TBS-T 0,1% -------------- 
Ac. Secundario GAR Bio-Rad 1:10000-1:20000 0,08-0,16 ug/mL TBS-T 0,1% -------------- 
 
7.2.7.7. Reacción de quimioluminiscencia y revelado. 
Esta técnica se fundamenta en la reacción que se desencadena cuando un sustrato es 
catalizado por la enzima HRP que se encuentra conjugada a los anticuerpos secundarios 
produciéndose así un compuesto quimioluminiscente que brilla de manera directamente 
proporcional a la cantidad de proteína a analizar presente en la muestra. Para visualizar las 
bandas de proteínas en las membranas de nitrocelulosa, éstas se incubaron con un kit de 
detección por quimioluminiscencia, en que las bandas se revelan por la emisión de luz que se 
detecta en placas radiográficas en una pieza oscura. En esta tesis se usó el kit de 
quimioluminiscencia Western Lighting Plus-ECL (Perkin Elmer) que detecta pmol de proteínas. 
En breve, la membrana se incubó con una mezcla de dos soluciones de revelado que se agregaron 
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en partes iguales (Luminol:Agente Oxidante 1:1). Luego la membrana se cubrió con una lámina 
de plástico transparente y se traspasó inmediatamente a un cassette para autorradiografía en 
donde se expuso a films autorradiográficos entre 5 s y 15 min dependiendo de la intensidad de la 
señal. Luego los films se retiraron y se incubaron con el líquido revelador, hasta que se advirtió 
que apareció la señal. Posteriormente la placa radiográfica se lavó con H20 y se incubó por 
algunos min en el fijador. Finalmente, se lavó los films nuevamente con abundante cantidad de 
H20 y se dejaron secar en un soporte. 
7.2.7.8. Cuantificación de los WB (densitometría). 
Una vez que los films se secaron, se procedió a marcar las bandas de peso molecular del 
estándar de proteínas. El film se escaneó en escala de grises y luego la imagen digital generada se 
analizó con el programa ImageJ version 1.46p del NIH (National Institutes of Health, USA). Este 
software permite cuantificar la intensidad (densidad) de las bandas del Western blot en un área 
determinada de una imagen digital con escala de grises. Los valores obtenidos se dividieron por 
el valor de la densitometría generada por genes de referencia (α-tubulina o β-actina) y los datos se 
graficaron como la razón entre la proteína en estudio y el gen de expresión referencial. 
7.2.8. Cultivo Celular. 
7.2.8.1. Transfección de líneas celulares. 
Para generar la expresión transiente de DNA o RNA de interferencia (siRNA) en células 
eucariontes, éstas fueron transfectadas con métodos tradicionales, basados en liposomas 
catiónicos. El fundamento de esta técnica se basa en que el DNA y RNA tienen carga negativa y 
al interaccionar con los lípidos catiónicos (LipofectAMINE 3000 y DHARMAFECT 1, 
respectivamente) forman lipocomplejos debido a fuerzas electrostáticas. Estos complejos se 
fusionan a la membrana celular mediante endocitosis, liberando su contenido en el citoplasma 
(Zuhorn et al., 2007). Se desconoce el mecanismo por el cual el DNA entra al núcleo, pero se ha 
sugerido la posibilidad de que ingrese a la célula por endocitosis (Hug y Sleight, 1991), o 





7.2.8.1.1. Transfección de DNA. 
7.2.8.1.1.1. Plásmidos utilizados. 
En este trabajo de tesis las células Nthy-ori 3-1 se transfectaron con distintos plásmidos que 
se describen brevemente a continuación: Para evaluar la sobre-expresión de las variantes respecto 
a la expresión endógena, las células se transfectaron con los plásmidos CXCR3A-thy-V5-pTopo 
y CXCR3B-thy-V5-pTopo. Para analizar el efecto de la sobre-expresión de CXCR3A y 
CXCR3B en la proliferación, las células se transfectaron con los plásmidos CXCR3A-thy-pTopo 
y CXCR3B-thy-pTopo. Como control negativo se utilizó el vector pcDNA3.1/V5-His© TOPO® 
TA recircularizado. Para determinar las condiciones óptimas de transfección con DNA utilizando 
LipofectAMINE 3000, las células se transfectaron con el plásmido pcDNA™3.1/V5-His-
TOPO®/lacZ que contiene la enzima β-galactosidasa, lo que permite distinguir las células que 
han incorporado el plásmido (teñidas con color azul) de las que no se han transfectado. 
7.2.8.1.1.2. Transfección de DNA mediante LipofectAMINE 3000. 
Para transfectar DNA en las cèlulas se utilizó el reactivo LipofectAMINE 3000 (Invitrogen 
Inc., USA) siguiendo las indicaciones del proveedor.  
7.2.8.1.1.3. Optimización de la transfección con plásmidos en células Nthy-ori 3-1mediante 
lipofectAMINE 3000. 
El día anterior a las transfección, se sembraron en medio completo 6x10
4
 células por 
pocillo en formato de placa de 24 pocillos. La placa se trató previamente con polilisina 0,05%. Al 
día siguiente, se obtuvo una confluencia de 70-80%. Las células se transfectaron con 250 y 500 
ng del plásmido pcDNA™3.1/V5-His-TOPO®/lacZ considerando 0,75 y 1,5 L de 
lipofectAMINE 3000 por pocillo. En breve, por cada transfección se tomó 250 o 500 ng de 
plásmido y se llevó a 50 L con OptiMEM. En paralelo y por separado se mezclaron 0,75 y 1,5 
L de lipofectAMINE 3000 con medio libre de suero (OptiMEM) en un volumen total de 50 L. 
Las mezclas se mantuvieron por 5 min a temperatura ambiente. Luego se procedió a la formación 
de complejos (DNA-lipofectAMINE) mezclando volúmenes iguales de la solución DNA-
OptiMEM (50 L) con la solución lipofectAMINE-OptiMEM (50 L). Se homogenizó por 
pipeteo suave y se permitió la formación de complejos mediante incubación por 20 min a 
temperatura ambiente. La mezcla DNA-lipofectAMINE (100 L) se agregó por goteo 
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directamente sobre los pocillos que contenían con 400 L OptiMEM FBS 10%. Se consideró un 
tiempo de incubación de 1, 2, 4, 6 h o durante el tiempo total del experimento (48 h). Al retirar 
los complejos, estos se reemplazaron por medio completo. Las células se incubaron un tiempo 
total de 48 h (desde que se agregaron los complejos) a 37ºC y 5% CO2. También se consideró un 
tiempo de 24 h en las primeras estandarizaciones, el cual fue descartado con posterioridad 
(resultado no mostrados). Luego las células se lavaron una vez con PBS 1X y se fijaron 15 min 
con solución de fijación (paraformaldehído 3%, EGTA 1,25 mM, MgCl2 2 mM, HEPES 100 
mM). Luego de tres lavados de 5 min con solución de lavado (MgCl2 2mM, NP40 0,02%) el 
pocillo se cubrió con solución de tinción X-Gal (ferrocianuro de potasio 5,76 mM, ferricianuro de 
potasio 4,98 mM, X-Gal 1 mg/mL) y se incubó toda la noche a 37ºC. Al día siguiente se observó 
la coloración azul en algunas células mediante microscopía de luz. Los pocillos se lavaron con 
PBS 1X y se dejaron en solución de lavado. Para determinar las condiciones óptimas del ensayo, 
se calculó el porcentaje de células que presentaron marca azul (producida por hidrolisis del X-Gal 
mediante la β-galactosidasa) versus el total de células visualizadas mediante microscopia de luz 
con contraste. Este parámetro de denominó como frecuencia de transfección por DNA. 
7.2.8.1.1.4. Transfección de células Nthy-ori 3-1 con CXCR3A y CXCR3B. 
Una vez que se determinaron las condiciones óptimas para la transfección de Nthy-ori 3-1 
con lipofectAMINE, se procedió a la transferencia de los DNA de CXCR3A y CXCR3B. En este 
caso, el día anterior se sembraron 4 x 10
5
 células por pocillo en una placa formato de 6 pocillos. 
Se procedió considerando en este caso 2,5 μg de DNA y utilizando 5 L de lipofectAMINE 3000 
por cada transfección. Los complejos se agregaron por goteo sobre 1,5 mL de OptiMEM 10% 
FBS y luego de 48 h a 37ºC y 5% CO2, los complejos se removieron y las células se procesaron 
para extracción de DNA, RNA y proteínas, o alternativamente, las células se volvieron a sembrar 
para ser tratadas con ligandos y evaluar la activación de quinasas (ver 7.2.8.3.2), o evaluar el 
efecto de la sobre-expresión de CXCR3A o CXCR3B en los niveles de AMPc en sobrenadante 
(ver 7.2.8.3.3) o determinar el efecto de la sobre-expresión de las variantes en la proliferación 





7.2.8.1.2. Transfección de RNA de interferencia. 
7.2.8.1.2.1. RNA de Interferencia. 
Con el fin de determinar la función de CXCR3 en la proliferación celular, se estudió el 
efecto de la inhibición de la expresión de este receptor mediante el uso de la técnica de RNA de 
interferencia. Dharmacon Inc. ha desarrollado una tecnología para el diseño de siRNA conocida 
como “ON-TARGET plus siRNA” que optimiza la eficiencia, especificidad y funcionalidad de 
los siRNA en la inhibición de la expresión del gen blanco. El diseño de siRNA, se basa en el 
criterio descrito por Reynolds (Reynolds et al., 2004) que considera algunas condiciones que 
debe presentar la secuencia para la representar una secuencia de siRNA candidata. Estas 
condiciones son: 1) 30%-52% de contenido GC, 2) 3 o más A ó U en las posiciones 15-19 en la 
cadena sentido, 3) ausencia de repeticiones internas o horquillas, 4) A en la posición 19 en la 
hebra sentido, 5) A en la posición 3 en la hebra sentido, 6) U en la posición 10 en la hebra sentido, 
7) No considerar G ó C en la posición 19 en la hebra sentido y 8) No considerar G en la posición 
13 de la hebra sentido. Todos los candidatos de siRNA que cumplan estas condiciones, son luego 
evaluados por el algoritmo de Dharmacon (SMART selection algorithm). Este algoritmo 
minimiza la hibridación inespecífica de la hebra antisentido del duplex con el extremo 3’UTR del 
mRNA blanco eliminando efectos de inhibición inespecíficos no deseados. Por otra parte, la 
hebra sentido de las duplas es modificada para prevenir su interacción con RISC y favorecer sólo 
la interacción de la hebra antisentido con esta proteína. Luego los siRNA son sometidos a un 
análisis de alineamiento múltiple utilizando el programa BLAST del servicio de bases de datos 
Pubmed. Además, se excluyen siRNAs con motivos inductores de toxicidad o estrés celular. 
7.2.8.1.2.2. siRNA para CXCR3A y CXCR3B. 
Al no existir secuencias de RNAi específico para CXCR3A o CXCR3B disponibles 
comercialmente en el mercado y tampoco publicadas en Pubmed en el tiempo en que se 
realizaron los ensayos de transfección con RNAi en esta tesis, se decidió entonces utilizar un pool 
de 4 siRNA prediseñados para CXCR3 humano que se encuentran dentro de la colección de 
secuencias disponibles comercialmente de Dharmacon. La ventaja de utilizar un pool de siRNA 
es disminuir falsos negativos, ya que cada secuencia está dirigida a distintas regiones del mRNA 
blanco asegurando un mayor éxito en la inhibición. Adicionalmente, se utilizó un siRNA para 
CXCR3 marca Invitrogen para reforzar los resultados obtenidos. 
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Los siRNA para CXCR3 y el siRNA control son RNA de doble hebra 2’OH y desalados. 
Los siRNA se mantuvieron en solución amortiguadora para siRNA 1X (20 mM KCl, 6 mM 
HEPES-pH 7.5, 0,2 mM MgCl2) a una concentración de 20 µM (20 pmol/L). Como control para 
los ensayos de RNA de interferencia se utilizó un siRNA diseñado al azar y que no hibrida con 
ninguna secuencia eucarionte conocida y se denominó scr-siRNA. Las secuencias blanco de los 
siRNA para CXCR3 y el scr-siRNA se muestran en el punto 0. 
7.2.8.1.2.3. Transfección mediante DHARMAFECT 1 (siRNA). 
Para las transfecciones de siRNA en células Nthy-ori 3-1, se utilizó el reactivo de 
transfección en base a liposomas catiónicos DHARMAFECT 1 (Dharmacon, Inc., Lafayette, CO) 
que presenta niveles bajos de toxicidad, es libre de ribonucleasas y está especialmente diseñado 
para la transfección de siRNA en células de mamíferos, ya sea adherentes o en suspensión. 
7.2.8.1.2.4. Optimización de la transfección con siRNA en células Nthy-ori 3-1 mediante 
DHARMAFECT 1. 
Para determinar las condiciones óptimas de transfección de siRNA con DHARMAFECT en 
células Nthy-ori 3-1, se utilizó un siRNA control fluorescente (siGLO RISC-Free siRNA), que 
está inhabilitado para interactuar con RISC y que generalmente se utiliza como marcador de co-
transfecciones con siRNA específicos. El día anterior a la transfección se sembró en medio 
completo para Nthy-ori 3-1, 6x10
4
 células por pocillo en una placa de 24 pocillos que contenía 
cubreobjetos de vidrio de 12 mm de diámetro previamente tratados con polilisina 0,05%. Se 
transfectaron las células con 12,5 y 25 pmol de siRNA control considerando dos cantidades de 
DHARMAFECT 1 (1,25 y 2,5 L por pocillo). En breve, a partir del stock de siRNA control 
fluorescente (40 M) por cada pocillo de placa de 24, se consideró 12,5 y 25 pmol de siRNA que 
se llevó por separado a 50 L con medio libre de suero (OptiMEM). En paralelo y también por 
separado, se mezcló 1,25 y 2,5 L de DHARMAFECT 1 con OptiMEM en un volumen total de 
50 L. Las mezclas se mantuvieron por 5 min a temperatura ambiente. Luego se procedió a la 
formación de complejos (siRNA-DHARMAFECT), mezclando volúmenes iguales de la solución 
de siRNA control-OptiMEM (50 L) con la solución DHARMAFECT-OptiMEM (50 L). Se 
homogenizó por pipeteo suave y se incubó por 20 min a temperatura ambiente. La mezcla 
siRNA-DHARMAFECT (100 L) se agregó por goteo directamente sobre los pocillos que 
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contenían 400 L de medio completo o alternativamente con OptiMEM suplementado con FBS 
10% y se incubó por toda la noche. Al día siguiente, se retiró los complejos y se agregó medio 
completo. Las células se incubaron por 24 y 48 h adicionales a 37ºC y 5% CO2. Luego las células 
se lavaron una vez con PBS 1X y se fijaron en paraformaldehído 4% por 10 min. Luego de tres 
lavados con PBS 1X, se incubó 10 min con glicina 150 mM pH 5,2 y se lavó una última vez con 
PBS 1X. Luego los cubreobjetos se montaron con medio de montaje con DAPI y se dejaron a 
temperatura ambiente y en oscuridad hasta el día siguiente. Para determinar las condiciones 
óptimas del ensayo, se calculó el porcentaje de células que presentaron la marca del siRNA 
control fluorescente (rojo) versus el total de células tratadas, las que se visualizaron con la tinción 
nuclear DAPI (azul) mediante microscopia de fluorescencia. Este parámetro se denominó como 
frecuencia de transfección de siRNA. Los datos de frecuencia de transfección se graficaron en 
función del tiempo transfección, de la cantidad de DHARMAFECT 1 y del medio de cultivo 
utilizado para la incubación con los complejos. 
7.2.8.1.2.5. Transfección de células Nthy-ori 3-1 con siRNA para CXCR3 (DHARMAFECT 
1). 
Una vez que se determinó las condiciones óptimas para la transfección de Nthy-ori 3-1 con 
DHARMAFECT 1, se procedió a la transferencia de siRNA para CXCR3. En este caso, el día 
anterior se sembró 4 x 10
5
 células por pocillo en placa de formato de 6 pocillos. Se procedió 
considerando las condiciones óptimas de transfección, que para este caso fue transfectar con 50 
pmol de siRNA y utilizando 5 L de DHARMAFECT 1 por cada pocillo. Las células se 
incubaron con los complejos a 37ºC y 5 % CO2 durante 24 h. Luego de este tiempo, los 
complejos se removieron y se agregó medio completo. Las células se incubaron por 48 h 
adicionales y finalmente se procesaron para extracción de DNA, RNA y proteínas. 
Alternativamente, las células se replaquearon para análisis de activación de quinasas (ver 
7.2.8.3.2) o alternativamente para evaluar la proliferación celular (ver. 7.2.8.4) de las células 
transfectadas. 
7.2.8.2. Cuantificación de ligandos de CXCR3 en sobrenadante de células. 
Para medir la concentración de CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en sobrenadantes de 
células en cultivo, se siguió el siguiente protocolo: Se sembró 1.250.000 células con medio 
completo en placas de 6 cm. Luego de 24 h, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se 
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agregó 1,5 mL de medio de depleción sin rojo fenol (25 mM, BSA 0,1%, antibiótico/antimicótico 
1X, glutamina 2mM en RPMI 1640 sin rojo fenol). Se añadió IFN-γ a una concentración final de 
10.000 U/mL y las células se incubaron por 24 h a 37ºC. Se recolectó el medio de cultivo y se 
centrifugó por 10 min a 800 g a 4ºC. El sobrenadante se almacenó a -20ºC hasta su uso. 
Adicionalmente, las células en la placa se lisaron para su posterior análisis por WB (ver 7.2.7). 
Los niveles de secreción de CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en sobrenadantes se 
analizó mediante ELISA utilizando el kit comercial Quantikine (R&D Systems). En este 
inmunoensayo, el anticuerpo monoclonal específico para el ligando a analizar se encuentra unido 
al fondo de placas de 96 pocillos. El ligando en cuestión se une específicamente a este anticuerpo 
y luego, la adición de un segundo anticuerpo, en este caso policlonal (acoplado a peroxidasa de 
rábano), también dirigido contra el ligando permite la detección de las quimioquinas con alta 
sensibilidad y especificidad. Los niveles de secreción se revelan por la acción catalítica de la 
peroxidasa sobre un sustrato que genera un color azul, cuya intensidad es directamente 
proporcional a los niveles de ligandos que se encuentran en el sobrenadante. Ambos anticuerpos 
son producidos utilizando como inmunógeno proteínas recombinantes completas y su 
especificidad ha sido demostrada al no unirse a otras quimioquinas o proteínas de estructura 
similar. En breve, una vez obtenidos los sobrenadantes de los medios de cultivos, todos ellos, a 
excepción de CXCL10, se analizó directamente en la placa de ELISA. Para CXCL10 las 
muestras se diluyeron 1:10 diluyente RD5K (composición desconocida). Para cada ligando se 
generó una curva estándar por dilución seriada de un stock sintético de ligando de una 
concentración conocida. A cada pocillo se le agregó 150 μL del diluyente de ensayo 
(composición desconocida). Luego se cargó en duplicado 100 μL de cada muestra y de cada 
punto de la curva estándar. La mezcla se incubó por 2 h a temperatura ambiente y transcurrido 
este tiempo, los pocillos se lavaron 4 veces con solución de lavado (composición desconocida). 
Luego se agregó 200 μL de anticuerpo policlonal específico para el ligando (acoplado a 
peroxidasa de rábano) y se incubo por 2 h a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 
nuevamente 4 veces con buffer de lavado y se agregó el sustrato de la enzima (H2O2 con el 
cromógeno tetrametilbenzidina). La mezcla se incubó por 30 min en oscuridad y la reacción se 
detuvo con 50 μL de ácido sulfúrico 2 N. La intensidad del color generado se midió en un lector 
de placas de ELISA a 450 nm con corrección a 560 nm. Los valores de absorbancia en los 
triplicados se promediaron y se les restó el valor promedio de absorbancia del blanco de reacción 
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(punto 0 de la curva estándar). Se generó un gráfico de absorbancia versus concentración y las 
absorbancias de las muestras se interpolaron en la curva estándar (ecuación de la recta). La 
concentración obtenida, se multiplicó por el factor de dilución utilizado y se obtuvo la 
concentración final en pg/mL. 
7.2.8.3. Señalización del receptor CXCR3 en células Nthy-ori 3-1 y células TPC-1. 
7.2.8.3.1. Cinética de activación de quinasas de las vías de señalización celular de CXCR3. 
Para analizar la cinética y los niveles de activación de cada quinasa inducida por los 
ligandos de CXCR3 se procedió a generar curvas de tiempo. En breve, se sembró 4 x 10
5
 células 
por pocillo en medio completo en placas formato de 6 pocillos. Luego de 24 h, las células se 
lavaron dos veces con PBS 1X y se agregó 1 mL de medio de depleción (25 mM, BSA 0,1%, 
antibiótico/antimicótico 1X, glutamina 2mM en RPMI 1640). Luego de 4 h de depleción se 
agregó el ligando (CXCL4, CXCL9, CXCL10 ó CXCL11) a una concentración de 100 ng/mL 
durante 5, 10, 20 y 30 min. Las células se lavaron rápidamente 2 veces con PBS 1X frio y se 
lisaron en buffer de lisis para proteínas (ver 7.2.1.3). Para detectar eficientemente los niveles de 
fosforilación de las proteínas quinasas, se consideró la precaución de que la solución de lisis de 
proteínas estuviera recién suplementada con los inhibidores de fosfatasas (Na4O7P2 10 mM, NaF 
50 mM, NaVO3 1 mM). Luego las muestras se analizaron por WB (ver 7.2.7).  
7.2.8.3.2. Efecto del tratamiento de inhibidores de quinasas y antagonista de CXCR3 en la 
activación de las vías de señalización de CXCR3 y en la proliferación celular. 
Para analizar las distintas vías de señalización de CXCR3 y su efecto en la proliferación 
celular, se incubó las células con los ligandos CXCL4, 9, 10 y 11 y alternativamente con GDNF 
(ligando de receptor RET) en presencia de inhibidores de quinasas de las distintas vías de 
señalización de CXCR3, o de inhibidor del receptor RET (RPI-1) o en presencia de un 
antagonista específico de CXCR3, ampliamente descrito en la literatura. Adicionalmente, las 
células también fueron incubadas con IFN-γ para evaluar si éste es capaz de activar quinasas en 
el modelo celular. 
En breve, se sembró 4 x 10
5
 células por pocillo en medio completo en placas formato de 6 
pocillos. Luego de 24 h, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se agregó 1 mL de medio 
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de depleción (25 mM, BSA 0,1%, antibiótico/antimicótico 1X, glutamina 2mM en RPMI 1640). 
Para los ensayos en que se evaluó el efecto de los inhibidores de quinasa o del antagonista de 
CXCR3, los inhibidores o el antagonista se agregaron en el medio de depleción a una 
concentración de trabajo que se indica en la Tabla 10. Luego de 4 h de incubación con 
inhibidores de quinasas o con el antagonista, se agregó los ligandos (CXCL4, 9, 10 u 11) a una 
concentración de 100 ng/mL, y se incubó por 15 min a 37ºC. En el caso de GDNF, luego de 3 h 
en medio de depleción, las células se incubaron por 1 h a 37ºC a una concentración de GDNF de 
100 ng/mL. Para el INF-γ, las células se incubaron luego de 4 h a 37°C a una concentración de 
10.000 U/mL. Luego las células se lisaron y se procesaron como se indicó en 7.2.1.3. 
Tabla 10. Concentración de reactivos usados en cultivo celular para Western blot. 
Concentración de quimioquinas, inhibidores, antagonista de CXCR3 e INF-γ para WB 





U-73122 PLC 2 µM 10 µM (Jimenez et al., 2002) 
LY294002 PI3K 10 µM 10 µM (Liu y Xing, 2008) 
Toxina de Pertussis Gαi 2 µg/mL 100 ng/mL (Hwang et al., 2003) 
PD98059 ERK 1-2 20 µM 20 µM (Liu et al., 2004) 
SB203580 P38 30 µM 5 µM (Correze et al., 2005) 
RPI-1 RET 25 µM 30 µM (Lanzi et al., 2003) 
Antagonista CXCR3 2 µM 13 nM (Crosignani et al., 2010) 
CXCL4, 9, 10, 11 CXCR3 100 ng/mL 100 ng/mL (Ji et al., 2008; Li et al., 2015) 
GDNF RET 100 ng/mL 100 ng/mL (Hayashi et al., 2000) 
IFN-γ IFNGR 10.000 U/mL 1000 U/mL (Rotondi et al., 2013) 
 
7.2.8.3.3. Determinación de los niveles de AMPc intracelular en células Nthy-ori 3-1 en 
cultivo. 
La medición de los niveles de AMPc en sobrenadantes de células en cultivo (pmol/mL) se 
realizó mediante ELISA utilizando el kit comercial de Calbiochem, cAMP Direct Immunoassay. 
Este inmunoensayo permite la detección del cAMP libre en forma directa ya que se une al 
anticuerpo policlonal anti-AMPc (hecho en conejo) y en forma competitiva compite con un 
AMPc conjugado a fosfatasa alcalina. Ambos complejos compiten por la unión al anticuerpo 
secundario anti-conejo inmovilizado en el fondo del pocillo. De esta manera el AMPc conjugado 
se une en menor cantidad al anticuerpo anti-AMPc mientras mayor sean los niveles de AMPc en 
la muestra. La fosfatasa alcalina al interaccionar con el sustrato (p-nitrofenilfosfato), genera una 
coloración amarilla que es inversamente proporcional a la cantidad de AMPc que hay en la 
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muestra. Este kit cuenta con una versión acetilada y una no acetilada. La versión acetilada, que es 
la versión utilizada en esta tesis, permite detectar niveles más bajos de AMPc. Los anticuerpos 
utilizados en este kit son altamente específicos ya que casi no presentan reactividad cruzada con 
AMP (0,33%) ni ATP (0,12%). 
En breve, se sembró 1,8 x 10
5
 células Nthy-ori 3-1 o TPC-1 por pocillo en 1 mL de medio 
completo en placas de 12 pocillos. En el caso de las células previamente transfectadas con DNA 
(ver 7.2.8.1.1), se replaqueó al menos 4,5 x 10
5
 células en 2 mL de medio completo por pocillo 
en placas con formato de 6 pocillos. Las células se incubaron por 48 h en medio completo a 37º C 
y 5% CO2. Luego el medio se reemplazó por medio de depleción sin rojo fenol y las células se 
incubaron por 4 h adicionales agregando antagonista de CXCR3 (Calbiochem) a una 
concentración final de 2 µM. Luego las células se trataron con 100 ng/mL de CXCL10 o 
CXCL11 según fuese el caso por 15 min. Después de un lavado con PBS 1X, las células se 
levantaron con tripsina, se contaron y se centrifugó a 1.420 g por 5 min. El sedimento se 
resuspendió en 100 μL de HCl 0,1 N por cada 40.000 células contadas y se incubó por 10 min. El 
sobrenadante se recoletó por centrifugación a 600 g a temperatura ambiente y se guardó a -80ºC 
hasta su uso. Las células se lisaron en HCl debido a que éste inactiva a las fosfodiesterasas que 
son capaces de romper la estructura cíclica del AMPc convirtiéndolo en AMP. 
Para poder determinar los niveles de AMPc, las absorbancias obtenidas en el paso anterior, 
deben ser interpoladas en una curva estándar de AMPc. Para la generación de la curva y la 
cuantificación de AMPc en las muestras, éstas y los distintos puntos de la curva estándar se 
acetilaron con 10 μL de reactivo acetilador (anhídrido acético:trietilamina en razón 1:2 v/v) por 
cada 200 μL de muestra o punto de la curva. Luego se agregó 50 μL de reactivo neutralizante 
(composición desconocida) a cada pocillo, seguido de 100 μL de muestras o puntos de la curva 
estándar en duplicado. Se añadió 50 μL de conjugado AMPc/fosfatasa alcalina y 50 μL de 
anticuerpo anti-AMPc. Se incubó 2 h a temperatura ambiente y con 300 rpm de agitación. Se lavó 
las células 3 veces con solución de lavado, se añadió 200 μL de sustrato (p-nitrofenilfosfato = 
pNpp) y se incubaron 1 h a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con 50 μL de solución 
stop (fostato trisódico). Las absorbancias se obtuvieron por la lectura de los pocillos en un lector 
de placas de ELISA Phomo (Autobio) a 405 nm con corrección a 570 nm.  
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Las absorbancias se promediaron y se les restó el blanco (punto 0 de la curva estándar). 
Luego para calcular la absorbancia neta se restó la unión inespecífica (NSB) que corresponde a 
un pocillo que sólo estuvo expuesto a conjugado y sustrato. Para calcular el porcentaje de unión 
de conjugado la absorbancia neta de la muestra de dividió por la absorbancia neta del blanco y se 
multiplicó por 100. Finalmente se graficó en GraphPad Prism el porcentaje de unión v/s la 
concentración de AMPc de la curva estándar y se obtuvo una curva de decaimiento exponencial 
del tipo          , donde y es la concentración en pmol/mL, yo es el porcentaje de unión 
correspondiente a la concentración 0 pmol/mL de AMPc, λ es el decaimiento exponencial y x es 
el porcentaje de unión. Con ayuda del programa GraphPad se obtuvo el valor de λ con la función 
“nonlinear regression – One Phase Decay) y los datos de porcentaje de unión de las muestras se 
interpolaron en la curva estándar, calculando así la concentración de AMPc (pmol/mL) en todas 
las muestras en estudio. 
7.2.8.4. Ensayos de proliferación celular. 
La medición de la proliferación celular se realizó utilizando el kit TACS MTT Cell 
Proliferation Assays (Trevigen). Este kit se fundamenta en la actividad de las enzimas 
deshidrogenasas de las mitocondrias de células metabólicamente activas (vivas) para reducir el 
reactivo MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio) y generar NADH, 
NADPH y un precipitado de formazán. El formazán de color púrpura es cuantificable en un lector 
de ELISA, por lo que la coloración púrpura en los pocillos es directamente proporcional a la 
cantidad de células vivas en los mismos. 
En breve, se sembró 3.000 células en 100 μL de medio completo sin rojo fenol por pocillo 
en placas de formato de 96 pocillos y se incubaron por 24 h. Como control, se dejaron 3 pocillos 
sin células (blanco). Luego las células se trataron en triplicado con ligandos de CXCR3, el 
antagonista de CXCR3 o inhibidores de quinasas. Como control negativo de proliferación, se 
agregó un inhibidor de la actividad tirosina quinasa del receptor RET (RPI-1). Las células se 
incubaron por 24, 48, 72 y 96 h. Transcurrido este tiempo de incubación, se les agregó 10 μL de 
MTT en oscuridad y se volvió a incubar por 2 h a 37ºC. Posteriormente, se agregó 100 μL de 
detergente y se incubó durante 2 h a 37ºC. Finalmente, las placas se leyeron en un lector de 
placas de ELISA Phomo (Autobio) a 570 nm. Los valores de absorbancia obtenidos desde las 
muestras se promediaron y se les restó el promedio del blanco. Para graficar los valores, las 
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absorbancias de las muestras se dividieron por su respectivo control interno (células sin 
tratamiento) y se generaron los gráficos presentando los datos como la razón de proliferación 
celular tratamiento/proliferación celular control.  
Las concentraciones utilizadas para los inhibidores, antagonista de CXCR3 y ligandos se 
detallan en la Tabla 11. 
Tabla 11. Concentración de reactivos de cultivo celular para ensayos de proliferación. 
Concentración de quimioquinas, inhibidores y antagonista de CXCR3 para ensayos de proliferación 





U-73122 PLC 3 µM (Nthy) 
2 µM (TPC-1) 
10 µM (Jimenez et al., 2002) 
LY294002 PI3K 10 µM 10 µM (Liu y Xing, 2008) 
Toxina de Pertussis Gαi 3 µg/Ml 100 ng/mL (Hwang et al., 2003) 
PD98059 ERK 1-2 20 µM 20 µM (Liu et al., 2004) 
SB203580 P38 10 µM 5 µM (Correze et al., 2005) 
RPI-1 RET 25 µM 30 µM (Lanzi et al., 2003) 
Antagonista CXCR3 2,5 µM 13 nM (Crosignani et al., 2010) 
CXCL4, 9, 10, 11 CXCR3 100 ng/Ml 100 ng/mL (Ji et al., 2008; Li et al., 2015) 
GDNF RET 100 ng/Ml 100 ng/mL (Hayashi et al., 2000) 
 
7.2.8.5. Ensayos de inmunoflorescencia. 
Se creció las células Nthy-ori 3-1 y TPC-1 sobre cubreobjetos de vidrio de 12 mm pre-
tratados con polilisina 0,05% a 80% de confluencia en placas de formato de 24 pocillos. Las 
células se privaron de suero y se mantuvieron en medio de depleción sin rojo fenol (RPMI 1640 
sin rojo fenol-HEPES 25 mM, BSA 1 mg/ml) por 1 h a 37ºC y luego 1 h a 4°C. Luego se lavó 
con PBS 1X frio y se incubaron 1 h con anticuerpo primario anti-CXCR3 1:200 (Abcam, cat. 
ab64714). Se lavó las células 3 veces con PBS 1X frio y se fijó durante 30 min con 
paraformaldehído 4% pH 7,4 a 4ºC. Se lavó 3 veces con PBS 1X frio y se bloqueó durante 1 h 
con suero de cabra 1X a temperatura ambiente. Luego se lavó 3 veces con PBS 1X frio y se 
incubó por 1 h en oscuridad con anticuerpo secundario anti-mouse-Alexa 488 preparado en cabra 
(1:400). Nuevamente se lavó las células 3 veces con PBS 1X frio, se montó los cubreobjetos en 
un portaobjetos sobre 10 µL de medio de montaje con DAPI (Invitrogen) y se dejó secar toda la 
noche en oscuridad. Al día siguiente se evaluó la señal de CXCR3 mediante microscopía de 
florescencia y la intensidad de la marca se evaluó con el programa ImageJ. 
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7.2.9. Gráficos y análisis estadísticos. 
Todos los gráficos y análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism v. 
5.01 (GraphPad Software, Inc.), presentando los datos como el promedio de datos ± error 
estándar. Se utilizó el test D’Agostino y Pearson omnibus para calcular la normalidad de datos. 
La significancia estadística en los experimentos en los que se comparó los datos a un valor 
estándar o fijo (gráficos de Pffafl y en general todos los gráficos en los que se normalizó por un 
control) se determinó mediante el test de Wilcoxon (para datos no paramétricos) o un t-test (para 
datos paramétricos). En los experimentos en los que se comparó distintos grupos entre sí, se 
utilizó el test de Mann-Whitney (para datos no paramétricos), un test pareado o no pareado (para 
datos paramétricos). Las significancias graficadas corresponden a los siguientes valores de p: * = 
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. En los gráficos de pacientes, no se utilizó ningún método 
estadístico para predeterminar el tamaño muestral, por lo que éste se estimó en base a la 
disponibilidad de biopsias. En todos los experimentos con células, el tamaño muestral (n) mínimo 
que se consideró para cada experimento fue n=3, considerando además triplicados técnicos según 





En la primera parte de los resultados de esta tesis, se presenta el análisis y comparación de 
los niveles de expresión de las variantes del receptor CXCR3 y sus ligandos en patologías 
benignas y en cáncer papilar de tiroides. En la segunda parte, se presenta el perfil de expresión de 
las variantes de CXCR3 en modelos in vitro, que considera una línea celular normal versus una 
tumoral. Además, se analiza si el patrón de expresión encontrado en tumores del cáncer papilar 
promueve el desarrollo del fenotipo maligno en epitelio de tiroides normal. En la parte final de 
los resultados, se describe el posible mecanismo celular mediante el cual, la activación de 
CXCR3 potenciaría la transformación neoplásica maligna del cáncer papilar de tiroides. 
Parte de los resultados preliminares de nuestro grupo de investigación que generaron este 
trabajo de tesis fue el análisis por inmunohistoquímica de la expresión del receptor CXCR3 en 
tumores de CPT, en que se detectó un aumento significativo de cuatro veces en la intensidad de la 
marca para CXCR3 y principalmente en células foliculares (Fig. 4B, sección D), respecto al 
respectivo tejido contralateral (TCL-CPT) (Fig. 4C). Al examinar la intensidad de la tinción de 
CXCR3, se observó que la proporción de tejidos CPT con tinción positiva para CXCR3 fue de un 
96,7% (29/30 casos) y la mayoría de estos (24 casos, 80%) mostró tinción moderada o intensa 
(Tabla 12). Adicionalmente, en el grupo de tinción moderada o intensa la proporción de casos 
con metástasis (12 casos, 50%) no fue significativamente distinta a los casos sin metástasis (12 
casos, 50%). Se encontró tiroiditis en 30% de los CPT (9 casos). En el grupo de tinción moderada 
o intensa, el 25% de los CPT (6 casos) presentó tiroiditis, lo cual fue menor a la proporción de 
casos sin tiroiditis (18 casos, 75%). La mayor parte de los CPT con tinción intensa (13 casos, 
43,3%), no presentaron tiroiditis (8 casos, 61,5%). No se observaron diferencias significativas de 
casos positivos para CXCR3 en el grupo sin tiroiditis (21 casos, 100%), respecto al grupo con 
tiroiditis (8 casos, 88,9%). Además, los TCL-PTC con y sin tiroiditis mostraron niveles de 






Tabla 12. Intensidad de CXCR3 en pacientes CPT analizados por inmunohistoquímica. 
     CXCR3 
    Número total   Negativa Débil Moderada Intensa 
        n (%) n (%) n (%) n (%) 
                
CPT 30   1 (3,3%) 5 (16,7%) 11 (36,7%) 13 (43,3%) 
  Metástasis - 14   0 (0%) 2 (14,3%) 7 (50%) 5 (35,7%) 
  Metástasis + 16   1 (6,2%) 3 (18,8%) 4 (25%) 8 (50%) 
  Tiroiditis - 21   0 (0%) 3 (14,3%) 10 (47,6%) 8 (38,1%) 
  Tiroiditis + 9   1 (11,1%) 2 (22,2%) 1 (11,1%) 5 (55,6%) 
                
La intensidad se definió según los siguientes criterios: Negativa, representa ausencia de señal o tinción 
muy tenue, corresponde a valores <  de TCL-CPT + 0,5 DE; Débil, corresponde a valores <  de TCL-
CPT + 1,0 DE; Moderada, corresponde a valores <  de TCL-CPT + 3,0 DE; Intensa, corresponde a 
valores >  de TCL-CPT + 3,0 DE. DE= Desviación estándar. Las muestras con tinción Débil, Moderada 
e Intensa se consideraron con tinción positiva para CXCR3. 
 
8.1. Análisis y comparación de la expresión de las variantes de CXCR3 y sus ligandos en 
biopsias quirúrgicas de tiroides. 
8.1.1. Análisis de la expresión de CXCR3A y CXCR3B en tejidos de tiroides de pacientes 
con patologías benignas y cáncer papilar de tiroides. 
 Resultados preliminares mostraron un perfil de expresión diferencial del mRNA 
deCXCR3A y CXCR3B en tumores de CPT, respecto a su tejido contralateral (TCL-CPT) (Fig. 
4D). Para determinar si este cambio en la expresión de las variantes de CXCR3 también está en 
tumores benignos y, por tanto, esté posiblemente relacionado a la transformación neoplásica, se 
analizó el perfil de expresión del mRNA para ambas variantes en 31 pacientes con neoplasias 
benignas (Fig. 5A). Se observó un patrón similar al detectado en CPT, con un aumento mayor 
para CXCR3A (2,217±12,620), pero con una disminución significativa de 7 veces para CXCR3B 
(-7,318±15,890; p=0,0073) en tumores benignos respecto al TCL-B. Al comparar ambos tipos de 
tumores (B y CPT) con sus respectivos tejidos contralaterales, los perfiles de expresión de 
CXCR3A y CXCR3B fueron muy similares. Sin embargo, al no observar mayores aumentos de 
CXCR3A en CPT (principalmente por los altos niveles de CXCR3A y CXCR3B en el tejido 
contralateral de tumores de CPT no metastásicos (TCL-CPTnM) (Anexo 2), y habiendo definido 





Figura 5. Los niveles de mRNA de CXCR3A aumentan en tejidos de CPT no metastásicos. Análisis 
de Pffafl del mRNA de CXCR3A y CXCR3B en (a) 31 pacientes con patologías benignas respecto a sus 
tejidos contralaterales (TCL-B), en (b) 40 pacientes con CPT no metastásico (CPTnM) respecto al 
promedio de 30 TCL-B y en (c) 35 pacientes con CPT metastásico respecto al promedio de 40 CPTnM. 
En todos los gráficos, los datos se muestran como el promedio ± error estándar. Se utilizó el test de 




variantes en tumores de CPT y determinar su expresión relativa respecto al TCL-B. Con fin de 
analizar la participación de CXCR3 en el desarrollo del fenotipo tumoral, se analizó el perfil de 
expresión del mRNA de las variantes de CXCR3 en los CPT sin metástasis (CPTnM) 
comparándolos con TCL-B. (Fig. 5B). En este análisis, se observó un aumento significativo de 
CXCR3A (2,004±4,218, p=0,0196) mientras que CXCR3B disminuyó su expresión (-
3,389±5,006, p=0,0011), sugiriendo que el aumento de la expresión de CXCR3A y una 
reducción de CXCR3B podrían tener un papel importante en promover el desarrollo del 
fenotipo maligno de tiroides. 
Para investigar la potencial función de las isoformas de CXCR3 en la progresión 
metastásica del tumor, se compararon sus niveles de mRNA entre CPTnM y CPTM (Fig. 5C). 
Se observó una disminución significativa de CXCR3A en CPTM (-5,512±5.707, p<0,001), 
mientras que CXCR3B disminuyó sin significancia estadística (7,765±1,395). Esto indica que 
existe un “doble switch” en la expresión de CXCR3A, ya que aumentó en los CPTnM respecto a 
TCL-B, pero luego disminuyó en los CPTM, mientras que la expresión de CXCR3B siempre 
disminuyó en estos tejidos. 
8.1.2. Análisis de la expresión de los ligandos de CXCR3A y CXCR3B en tejidos de tiroides 
de pacientes con patologías benignas y cáncer papilar de tiroides. 
Para investigar la potencial función de los ligandos de CXCR3 en la transformación 
neoplásica y la progresión tumoral, y para determinar si los cambios en la expresión de las 
variantes de CXCR3 se correlacionan con algún cambio en sus ligandos, se analizó la expresión 
de las quimioquinas CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 mediante qPCR en tejidos de 
pacientes con patologías benignas de la tiroides y CPT. Se observó una disminución significativa 
de CXCL4 (-13,13±18,74; p=0,0121) y CXCL9 (-4,132±6,374; p=0,0044) en tumores benignos 
respecto a TCL-B y un aumento no significativo para CXCL11 (Fig. 6A). Al analizar los niveles 
de los ligandos en CPTnM respecto a B-CL (Fig. 6B), CXCL10 aumentó su expresión de manera 
significativa (2,273±3,659, p=0,0023) y CXCL4 disminuyó aún más su expresión (-
15,510±17,990, p=0,0012). Adicionalmente, CXCL11 aumentó su expresión más de 3 veces 
(3,418±10,440), pero sin significancia estadística. 
Aún es muy controversial si el ambiente inflamatorio potencia el cáncer de tiroides. Con 





Figura 6. Los niveles de mRNA de CXCL10 aumentan en tejidos de CPT no metastásicos. (a) 
Análisis de Pffafl del mRNA de CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en tejidos benignos (n=21, 31, 31, 
30) respecto a sus TCL-B. (b) Análisis de Pffafl del mRNA de CXCL4, CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en 
CPTnM (n=28, 40, 40, 40) respecto al promedio de 30 TCL-B. (c) Análisis de Pffafl del mRNA de 
CXCL4 en 28 pacientes con CPTnM (16 sin tiroiditis y 12 con tiroiditis moderadas y acentuadas) y del 
mRNA de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en 39 CPTnM (26 sin tiroiditis y 13 con tiroiditis moderadas y 
acentuadas) respecto al promedio de 30 TCL-B. (d) Análisis de Pffafl del mRNA de CXCL4, CXCL9, 
CXCL10 y CXCL11 en CPTM (n=28, 35, 35, 35) respecto al promedio de CPTnM (n=28, 40, 40, 40). En 
todos los gráficos, los datos se muestran como el promedio ± error estándar. Se utilizó el test de Wilcoxon 




tumores de CPT, pudiese estar asociada a cambios en los niveles de los ligandos CXCR3, se 
analizó la expresión de mRNA de los ligandos de CXCR3 en tumores de CPT no metastásicos, 
separándolos en con y sin tiroiditis y comparándolos contra el TCL-B (Fig. 6C). Para este análisis 
se consideró sólo las tiroiditis moderadas y acentuadas y se excluyó las tiroiditis leves y focales.  
Se observó un aumento significativo de todos los ligandos sólo en CPTnM con tiroiditis 
(CXCL4: 3,236±3,855, p=0,469; CXCL9: 5,021±4,166, p=0,0039; CXCL10: 2,713±1,574, 
p=0,0039; CXCL11: 8,121±10,21, p=0,0098). Por el contrario, todos los ligandos disminuyeron 
en CPTnM sin tiroiditis. Los resultados sugieren que el aumento de la expresión de los ligandos 
de CXCR3 a nivel de mRNA, está proporcionalmente relacionado con la presencia de un 
ambiente inflamatorio que podría potenciar la señalización de CXCR3 en forma paracrina. 
Al comparar la expresión de los ligandos de CXCR3 en CPTM respecto a CPTnM (Fig. 
6D), se observó que todos los ligandos disminuyeron en CPTM, y con mayor magnitud para 
CXCL9 (-12,86±21,07, p=0,0002), CXCL10 (-12,58±23,08, p=0,0015) and CXCL11 (-
10,35±23,08, p=0,0171), los cuales son ligando de alta afinidad por CXCR3A (Lasagni et al., 
2003). En resumen, los resultados mostraron que los niveles de CXCR3A y CXCL10 aumentan 
en CPTnM, mientras que la expresión de CXCR3B y CXCL4 disminuye. 
8.1.3. Aumento progresivo de los niveles proteicos de las variantes de CXCR3 desde tejidos 
benignos a cáncer papilar de tiroides. 
El análisis por IHQ reveló un aumento de CXCR3 en las células epiteliales del CPT (Fig. 
4B). Sin embargo, este análisis no fue capaz de discriminar el perfil de expresión de las variantes 
de CXCR3 porque no hay anticuerpos comerciales específicos contra cada variante ya que las 
secuencias aminoacídicas de ambas variantes son muy similares. Por ello se evaluó los niveles de 
CXCR3 y sus variantes mediante WB utilizando un anticuerpo monoclonal contra CXCR3 total 
(R&D MAB160, clon 1C6) que permite visualizar las variantes CXCR3A y CXCR3B por 
separado debido a que migran en distintos pesos moleculares (41 kDa y 44 kDa teóricos 
respectivamente) (Ehlert et al., 2004). Se analizó pacientes con patología benignas (B), (Fig. 7A), 
CPTnM (Fig. 7B), y CPTM (Fig. 7C), comparando los niveles de CXCR3A y CXCR3B con sus 
respectivos tejidos contralaterales (TCL-B, TCL-CPTnM y TCL-CPTM, respectivamente). En 
casi todos los tejidos en análisis, la intensidad de la banda de CXCR3A fue mayor que la de 




Figura 7. Aumento progresivo del balance de niveles de proteínas (razón CXCR3A/CXCR3B) desde 
tejidos benignos a CPT. Western blots representativos de CXCR3A y CXCR3B en 5 neoplasias benignas 
(a), en 4 CPTnM (b) y en 4 CPTM (c). N: tejido contralateral no tumoral; T: Nódulo tumoral; C+: 
extracto total de células polimorfonucleares de sangre periférica. Se utilizó α-tubulina como control de 
carga. (d) Análisis densitométrico de CXCR3A y CXCR3B en 28 TCL-B, 28 B, 19 CPTnM y 24 CPTM. 
(e) Análisis densitométrico de CXCR3A y CXCR3B en 28 TCL-B, y 13 CPTnM sin tiroiditis (CPTnM-T) 
y 6 CPTnM con tiroiditis (CPTnM+T). (f) Análisis densitométrico de CXCR3A y CXCR3B en 21 TCL-B 
sin tiroiditis (B-CL-T), 19 tejidos contralaterales con tiroiditis (Tiroiditis), 28 B y 18 CPTnM. (g) Análisis 
densitométrico del desbalance de CXCR3A/CXCR3B en 28 TCL-B, 28 B, 19 CPTnM y 24 CPTM. En 
todos los gráficos se utilizó el test de Mann-Whitney para determinar la significancia estadística (*p<0,05; 




En los tumores benignos, CPTnM y CPTM, ambas variantes mostraron un incremento 
significativo respecto a TCL-B (Para CXCR3A en: B=1,214±0,3636, p=0,0050; 
CPTnM=1,3990±0,5507, p=0,0014; CPTM=1,1190±0,4086, p=0,0353; vs TCL-
B=0,8711±0,4445 y para CXCR3B en: B=0,6969±0,4468, p=0,0010; CPTnM=1,1170±0,4654, 
p<0,0001; CPTM=0,8669±0,3755, p<0,0010 vs TCL-B=0,2874±0,2470) (Fig. 7D). 
Adicionalmente, se quiso determinar si los cambios significativos de CXCR3A y CXCR3B que 
se encontraron en CPT podrían estar relacionados con la presencia de infiltrado linfocitario. 
Interesantemente, el aumento de proteínas de CXCR3A y CXCR3B fue mayor en CPTnM sin 
tiroiditis (CXCR3A: 1,7680±0,7505, p=0,0002; CXCR3B: 1,3480±0,5230, p<0,0001) que en 
CPTnM con tiroiditis (CXCR3A: 1,2210±0,3714, p=0,0459; CXCR3B: 1,0460±0,5350 
p=0,0024) (Fig. 7E), sugiriendo que la mayor parte del aumento de proteínas de CXCR3A y 
CXCR3B podría provenir de las células epiteliales y no del infiltrado linfocitario del CPT. 
Aunque CXCR3B presentó un mayor cambio de expresión (+264%) respecto a CXCR3A 
(+69%) en CPTnM, CXCR3A siempre fue la variante que se expresó más (Fig. 7D). 
Previamente se reportó que las quimioquinas inducibles por interferón-gamma y su receptor 
(CXCR3), potencian el inicio de la tiroiditis autoinmune (Repplinger et al., 2008). Los 
resultados de esta tesis mostraron un aumento de los ligandos de CXCR3 en CPTnM con 
tiroiditis, lo que potencia el concepto de que la inflamación tiene un papel importante en la 
transformación neoplásica y en el desarrollo del cáncer a través del eje CXCR3-ligando. Para 
determinar si los cambios en el perfil de expresión de CXCR3 están asociados a la inflamación 
crónica, y si la tiroiditis pudiese representar una etapa intermedia entre TCL-B y los tejidos 
neoplásicos, se analizó el perfil de proteínas de CXCR3A y CXCR3B en tejidos con tiroiditis y 
se comparó con TCL-B, tejidos benignos y CPTnM (Fig. 7F). Se encontró un incremento 
progresivo de los niveles de proteínas de CXCR3A y CXCR3B desde TCL-B a la tiroiditis, 
tejido benigno y CPTnM. Primero se observó un aumento significativo de CXCR3B de TCL-B 
hasta tiroiditis (de 0,3373±0,3640 hasta 0,5747±0,433, p=0,0199) mientras que ambas variantes 
aumentaron significativamente desde tiroiditis a CPTnM (CXCR3A: de 1,040±0,7255 hasta 
1,593±0,7143, p=0,0171; CXCR3B: de 0,5747±0,433 hasta 1,240±0,5445 p=0,0004). Para 
investigar el perfil de las variantes de CXCR3 en la progresión tumoral, se comparó los niveles 
de CXCR3A y CXCR3B entre CPTnM y CPTM (Fig. 7 D). Se observó que ambas variantes 
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disminuyeron significativamente en CPTM (CXCR3A: 1,1190±0,4086, p=0,0184; CXCR3B: 
0,8669±0,3755, p=0,0205). 
El análisis del balance de proteínas (razón CXCR3A/CXCR3B) en tejidos benignos y 
CPT, mostró que la expresión de CXCR3A predomina sobre CXCR3B (Fig. 7G). Se observó 
una disminución significativa y progresiva del balance desde TCL-B a CPTM (TCL-B: 
3,192±2,313; B: 2,055±1,212, p=0,0292; CPTnM: 1,4790±0,9905, p=0,0005; CPTM: 
1,3450±0,4284, p<0,0001), debido a un mayor incremento porcentual de CXCR3B. La mayor 
disminución de balance ocurrió inicialmente entre TCL-B y nódulos benignos, y continuó 
disminuyendo en CPTnM y CPTM respecto a TCL-B. No se observaron diferencias entre 
CPTnM y CPTM. Estos resultados sugieren que los cambios en el balance de CXCR3 están 
más asociados la transformación neoplásica y neoplásica maligna que a la metástasis del tumor.  
8.1.4. CXCR3A está aumentado en células epiteliales de cáncer de tiroides (TPC-1). 
Los resultados mostraron que ambas variantes de CXCR3 aumentaron su expresión en B y 
CPTnM, pero de manera inesperada el incremento de CXCR3B fue mayor que el de CXCR3A. 
Para aclarar este hallazgo aparentemente contradictorio y analizar la expresión y distribución de 
las variantes de CXCR3 en el tumor, se analizó los niveles de CXCR3A y CXCR3B in vitro en 
una línea epitelial derivada de cáncer papilar de tiroides (TPC-1) y una línea epitelial normal de 
tiroides (Nthy-ori 3-1) por qPCR (Fig. 8A). La variante CXCR3A fue la variante predominante 
tanto en TPC-1 y CXCR3B mostró una expresión bastante similar en ambas líneas celulares. La 
razón de número de copias de CXCR3A aumento 3 veces en TPC-1 (0,158±0,089) respecto a 
Nthy-ori 3-1 (0,048±0,0007), mientras que los niveles de CXCR3B fueron similares en ambas 
líneas celulares (0,0804±0,006 vs. 0,0569±0,0229). Al comparar los niveles de proteínas en 
ambas líneas celulares, CXCR3 se observó significativamente aumentado en TPC-1 
(1,923±0,5940, p=0,0162) respecto a Nthy-ori 3-1 (1,0290±0,3466) (Fig. 8B), pero en ambas 
líneas celulares la variante que más se expresó fue CXCR3A (Fig. 8D, panel izquierdo). El 
análisis por inmunoflorescencia mostró que los niveles de expresión de CXCR3 en TPC-1 son 
mayores que en Nthy-ori 3-1 (Fig. 8C, panel izquierdo), confirmando los resultados obtenidos 
por Western blot. Se observó un aumento significativo de la intensidad de florescencia de 
CXCR3 en TPC-1 (0,047870±0,008464, p=0,0095) respecto a Nthy-ori 3-1 




Figura 8. CXCR3A está aumentado en células epiteliales de cáncer de tiroides (TPC-1). (a) qPCR de 
CXCR3A y CXCR3B en Nthy (Nthy-ori 3-1) y TPC-1. Los datos se analizaron como número de copias de 
mRNA (nc) de CXCR3A y CXCR3B en relación al nc de CXCR3 total en Nthy y TPC-1. (b, panel 
izquierdo) Western blot representativo de CXCR3 total (anticuerpo Abcam) en Nthy y TPC-1. (b, panel 
derecho) Análisis densitométrico de 3 WB independientes de CXCR3 total en Nthy y TPC-1. (c, panel 
izquierdo) Inmunoflorescencia de CXCR3 en Nthy y TPC-1 en ausencia (bloques superiores) o presencia 
(bloques inferiores) de anticuerpo primario (Ac 1°) anti-CXCR3 (anticuerpo Abcam). (c, panel derecho). 
Gráfico de la cuantificación del área de pixeles florescentes normalizado por cantidad de células en 4 
campos de la inmunoflorescencia de CXCR3. (d, panel izquierdo) WB representativo de las variantes de 
CXCR3 (anticuerpo R&D) en Nthy y TPC-1. (d, panel derecho) Análisis densitométrico de 3 WB 
independientes de CXCR3A y CXCR3B en Nthy y TPC-1. En todos los gráficos se utilizó el test de 
Mann-Whitney para determinar la significancia estadística (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).  
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la proteína de CXCR3A en TPC-1 (2,091±0,269, p=0,0303) respecto Nthy-ori 3-1 (1,312±0,478) 
(Fig. 8D, panel derecho), mientras que CXCR3B disminuyó en TPC-1, pero sin significancia 
estadística (0.374±0.096 vs. 0.724±0.359). Los niveles proteicos de CXCR3B fueron 
significativamente menores que CXCR3A en Nthy-ori 3-1 (p=0,0293) y en TPC-1 (p=0,0079), 
indicando que este modelo replica el perfil de CXCR3 observado en TCL-B y CPTnM. 
Estos resultados en conjunto sugieren que en el epitelio del CPT, CXCR3A es la 
variante que aument y que si aumenta CXCR3B en CPT, sólo una parte minoritaria de éste 
podría deberse al epitelio y más bien debiese provenir del estroma. 
8.1.5. CXCL11 es el ligando que se secreta predominantemente en el epitelio de tiroides, 
pero CXCL10 es significativamente inducido por IFN-γ en la línea celular de CPT. 
Resultados previos en nuestro laboratorio demostraron mediante IHQ que el ligando 
preferencial de CXCR3A (CXCL10) se encuentra expresado en el 36,8% de las muestras control 
(CPT-CL) y en el 68,4% de las muestras tumorales (CPT) (Anexo 4A). CXCL10 se encuentra 
significativamente aumentado en CPT (82,24±52,54; p<0,0001) respecto a TCL-CPT 
(5,08±3,77) (Anexo 4B). Se observó marca positiva para CXCL10 en el 100% de los CPT (12 
casos) y todos ellos mostraron tinción intensa (Anexo 4C). A su vez, la proporción de casos con 
tinción intensa de CXCL10 fue igual tanto en los CPT con (5 casos, 100%) y (7 casos, 100%) sin 
metástasis. Se encontró tiroiditis en 50% de los CPT analizados (6 casos) y la proporción de 
casos con tinción intensa para CXCL10 fue igual en los CPT con (6 casos, 100%) y sin tiroiditis 
(6 casos, 100%).  
Considerando que los ligandos de CXCR3 son inducidos por IFN-γ en tirocitos humanos 
y dado que el CPT se encuentra asociado a inflamación crónica en aproximadamente 30% de 
los casos (Rosai 1992; Scarpino et al., 2000), se estudió si IFN-γ puede promover una respuesta 
diferencial en los niveles de secreción de los ligandos de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Al 
privar las células de suero, los niveles de CXCL10 fueron menores que los de CXCL11 en 
Nthy-ori 3-1 (CXCL10: 8,276±19,94 pg/mL; CXCL11: 47,08±3,585 pg/mL) y TPC-1 
(CXCL10: 5,642±15,64 pg/mL; CXCL11: 46,72±2,799 pg/mL) (Fig. 9C, 9D). No se encontró 
diferencias significativas entre ambas líneas celulares para estos ligandos. En contraste, 
CXCL10 fue fuertemente inducido por IFN-ɣ y este aumento fue mayor en TPC-1 




Figura 9. CXCL11 es el ligando que se secreta predominantemente en el epitelio de tiroides en 
estado basal, pero CXCL10 es significativamente inducido por IFN-γ en la línea celular de CPT. 
Análisis mediante ELISA de la secreción de (a) CXCL4, (b) CXCL9, (c) CXCL10 y (d) CXCL11 en Nthy 
y TPC-1 con o sin 10.000 U/mL de INF-γ. (e, panel izquierdo) Western blot representativo de las 
isoformas de CXCR3 con o sin de 10.000 U/mL de INF-γ en Nthy y TPC-1 con medio de depleción y (e, 
panel derecho) análisis densitométrico de 3 experimentos independientes, normalizando cada 
experimento inducido con INF-γ por su respectivo control sin INF-γ. Para los gráficos de ELISA se utilizó 
el test de Mann-Whitney y para los de WB se utilizó el test de Wilcoxon para determinar la significancia 




encontró niveles detectables de CXCL4 (Fig. 9A) y CXCL9 (Fig. 9B) en condiciones basales. 
Sin embargo, la estimulación con IFN-γ aumentó la secreción de CXCL9 (36,32 ±14,55 pg/ml) 
pero sin significancia estadística. Esto sugiere que el ambiente inflamatorio sería capaz de 
aumentar la expresión de CXCL10 en los tirocitos. 
Para determinar si INF-γ puede modificar la expresión de las variantes de CXCR3, las 
células se sometieron a un estímulo con INF-γ durante 24 h. Los extractos totales de proteínas 
fueron analizados por WB (Fig. 9E, panel izquierdo). Se detectó que INF-γ indujo una 
disminución de CXCR3B en células Nthy-ori 3-1 (-26%) mientras que la expresión de CXCR3A 
se mantuvo constante en ambas líneas celulares (Nthy-ori 3-1: -2%; TPC-1: -3%) (Fig. 9E, panel 
derecho). Esto sugiere que el ambiente inflamatorio podría disminuir la expresión de CXCR3B 
favoreciendo la señalización de CXCR3A. 
8.2. La alteración del perfil de expresión de las variantes de CXCR3 promueve la 
señalización de CXCR3A potenciando la proliferación y la transformación neoplásica en el 
cáncer papilar de tiroides. 
Considerando que (i) los niveles de proteínas de CXCR3A y los de CXCR3B aumentaron 
en tumores de CPT (ii) CXCR3A es predominante sobre CXCR3B en Nthy-ori 3-1 pero que 
CXCR3A es la variante que aumentó en TPC-1, se propuso determinar si existe un patrón 
diferencial en las vías de señalización de CXCR3 inducido por ligando (CXCL10 y CXCL11) en 
células Nthy-ori 3-1. A su vez, atendiendo el aumento observado de CXCR3A en este modelo 
epitelial tumoral se comparó el patrón de señalización de Nthy-ori 3-1 con el de células TPC-1. 
Otra aproximación experimental para evaluar la señalización de las variantes en células Nthy-ori 
3-1 y en TPC-1, fue utilizar un antagonista específico para CXCR3 y/o inhibidores específicos de 
quinasas río abajo de las vías de CXCR3A y/o CXCR3B. Se determinó el efecto del antagonista 
en la cinética de activación de las quinasas, los niveles de AMP cíclico (cAMP) y la proliferación 
celular en Nthy-ori 3-1 comparando los resultados obtenidos con la misma estrategia en células 
TPC-1. Como parte final del segundo objetivo y con el fin de determinar si la señalización de 
CXCR3A promueve la transformación neoplásica de células epiteliales, se estudió si un aumento 
en la expresión de CXCR3A en células Nthy-ori 3-1 es capaz de promover la proliferación 




8.2.1. CXCL10 y CXCL11 inducen un patrón de activación diferencial en las vías de 
señalización de CXCR3 en células Nthy-ori 3-1 versus TPC-1. 
El análisis de expresión de ligandos de CXCR3 en tumores de tiroides mostró que CXCL10 
aumenta significativamente en CPTnM (Fig. 6B), pero los niveles detectados para el ligando 
CXCL11, incluso en tumores benignos fueron de mayor magnitud (Fig. 6A). Esto es consistente 
con los resultados de sobrenadantes de células Nthy-ori 3-1 en que CXCL11 es el ligando 
predominante en condiciones basales, tanto en células Nthy-ori 3-1 como en TPC-1 (Fig. 9D) 
pero la secreción de CXCL10 fue significativamente inducida por INF-γ en ambos tipos celulares 
(Fig. 9C). Atendiendo estas observaciones, los estudios de cinética de activación de las quinasas 
PLC, AKT, RAS, ERK y P38 se realizaron mediante curvas de tiempo en células Nthy-ori 3-1 y 
TPC-1 estimuladas con CXCL10 y CXCL11. La cinética de activación de las quinasas se 
determinó por ensayos de WB, utilizando fosfo-anticuerpos específicos para cada una de las 
quinasas mencionadas, los que detectan la fosforilación de residuos de treonina, serina o tirosina 
según sea el caso. Aunque la mayoría de las quinasas analizadas pueden ser activadas por ambas 
variantes, se ha descrito la activación de PLC, AKT, RAS y ERK principalmente por CXCR3A 
(Billottet et al., 2013; Singh et al., 2013), mientras que P38, es únicamente inducible por 
CXCR3B (P38) (Fig. 3) (Billottet et al., 2013; Singh et al., 2013). 
Curiosamente los resultados demostraron que la cinética de activación en Nthy-ori 3-1 (Fig. 
10A) como en TPC-1 (Fig. 10D) es bastante similar, ya que la mayoría de las quinasas tienen su 
pico de activación entre los 10 y 20 min de exposición al ligando (CXCL10 y CXCL11). Por ello, 
posteriormente los ensayos de señalización y de respuesta celular se realizaron considerando 
tratamientos de 15 min con el ligando. Aunque la cinética de activación fue similar, la magnitud 
de los índices de fosforilación de las quinasas en Nthy-ori 3-1 difiere a las de TPC-1 como 
también difieren parcialmente en el ligando que induce principalmente la activación. Como 
observación general, CXCL10 y CXCL11 inducen fuertemente la activación de AKT y de P38 en 
Nthy-ori 3-1 (Fig. 10B, 10C), mientras que en TPC-1, sólo CXCL11 mostró niveles de activación 
similar a los detectados en Nthy-ori 3-1 y particularmente para la quinasa AKT (Fig. 10E, 10F). 
Tanto en Nthy-ori 3-1 como en TPC-1, la quinasa que presentó los mayores índices de 
activación y con significancia estadística fue AKT. Las células Nthy-ori 3-1 estimuladas con 




Figura 10. CXCL10 y CXCL11 inducen un patrón de activación diferencial en las vías de señalización de 
CXCR3 en células Nthy-ori 3-1 versus TPC-1. Curvas de tiempo de activación de quinasas de CXCR3A y 
CXCR3B con los ligandos CXCL10 y CXCL11 (100 ng/mL) en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Luego de 4 h de depleción 
las células fueron estimuladas por 5, 10, 20 y 30 min con CXCL10 o CXCL11. WB representativos de las curvas de 
tiempo en Nthy-ori 3-1 (a) y TPC-1 (d). Los valores densitométricos de al menos 3 experimentos independientes se 
normalizaron por α-tubulina y se dividieron por los valores obtenidos en su respectivo control sin ligando (tiempo 0). 
Los valores obtenidos se graficaron en Nthy-ori 3-1 para CXCL10 (b) y CXCL11 (c) y en TPC-1 para CXCL10 (e) y 
CXCL11 (f). Para todos los gráficos se aplicó el test estadístico de Wilcoxon (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).  
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+156%, 20 min = +158%; CXCL11: 10 min = +156%, 20 min = +103%) (p<0,05), mientras que 
en TPC-1, AKT se activó significativamente únicamente con CXCL11 a los 5 y 10 min CXCL11: 
5 min = +92%, 10 min = +120%) (p<0,05). A su vez, aunque la expresión de CXCR3A es 
predominante sobre CXCR3B, en Nthy-ori 3-1, la quinasa P38 presentó el segundo índice de 
activación más alto de las quinasas analizadas (CXCL10: 30 min = +133%; CXCL11: 5 min = 
+122%), sugiriendo que, aunque el nivel de expresión de CXCR3B es menor que CXCR3A, la 
vía de señalización de CXCR3B inducida por CXCL10 o CXCL11 podría compensar el efecto de 
la vía de CXCR3A. La quinasa PLC (que se activa tanto por CXCR3A como CXCR3B (Fig. 3)) 
presentó un pico de activación a los 5 min por CXCL10 (+73%) y a los 20 min por CXCL11 
(+81%). La quinasa ERK presentó un pico de activación a los 5 min por CXCL10 (+58%) y a los 
20 min por CXCL11 (+83%). Finalmente, RAS (que se activa sólo por CXCR3A (Fig. 3)) fue la 
quinasa que se activó menos en Nthy-ori 3-1, con un pico de activación a los 20 min por 
CXCL10 (+45%) y a los 20 min por CXCL11 (+86%). 
En TPC-1, CXCL10 activó la quinasa AKT con un pico a los 5 min (+110%), pero sin 
significancia, a diferencia de CXCL11 que presentó una activación significativa a los 5 y 10 min 
CXCL10 y CXCL11 activaron a PLC a los 10 min (+88% y +116%, respectivamente), mientras 
que RAS presentó una activación por CXCL10 a los 30 min (+69%) y por CXCL11 a 10 min 
(+99%). En TPC-1, los niveles de activación de P38, por CXCL10 (a los 10 min = +50%) o por 
CXCL11 (a los 5 min = +90%), fueron notoriamente menores (Fig. 10E, 10F) que los detectados 
por ambos ligandos en Nthy-ori 3-1 (Fig. 10B, 10C) sugiriendo una señalización pro-apoptótica 
mediada por CXCR3B más debilitada en el modelo tumoral.  
En resumen, estos resultados demuestran que, en ambos modelos celulares, la vía principal 
de señalización es la mediada por AKT, que es activada con significancia estadística por 
CXCL10 y CXCL11 en Nthy-ori 3-1, pero sólo por CXCL11 en TPC-1. Además, existe un 
patrón de señalización diferencial para P38. La activación de P38 inducida por CXCL10 es 
considerablemente menor en TPC-1 que en Nthy-ori 3-1, siendo el ligando CXCL11 el ligando 
predominante en el modelo tumoral. 
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8.2.2. La proliferación celular mediada por CXCR3 es predominantemente a través de la 
activación de AKT en células Nthy-ori 3-1 y TPC-1. 
Para identificar la vía de señalización de CXCR3 que es predominante en la activación de 
quinasas y en la proliferación celular de Nthy-ori 3-1 y TPC-1, se utilizó un antagonista 
específico de CXCR3 (AMG-487) bencenosulfonamida, marca Calbiochem, cat. 500486). 
Mediante ensayos de WB se analizó los niveles de fosforilación de las quinasas PLC, AKT, ERK 
y P38 inducidas por CXCL10 y CXCL11 en presencia del antagonista, comparándolos con los 
niveles inducidos sólo por el ligando (Fig. 11A, 11D). Los resultados de la cuantificación de al 
menos 3 experimentos independientes en Nthy-ori 3-1 (Fig. 11B, 11C) indicaron que la quinasa 
que disminuye con mayor significancia su activación por la acción del antagonista en presencia 
de CXCL10 o CXCL11 es AKT (CXCL10: de +63% a -1%, p<0,01; CXCL11: de +49% a -5%, 
p<0,05). En el caso de CXCL11, el antagonista adicionalmente disminuyó la activación de ERK 
(de +51% a +14%, p<0,05) y de P38 (de +30% a -1%, p<0,05) de manera significativa. A 
diferencia de Nthy-ori 3-1, en TPC-1 (Fig. 11E, 11F) el antagonista de CXCR3 no fue capaz de 
disminuir significativamente la activación de ninguna de las quinasas dependientes de CXCR3 
(CXCL10: PLC = de +39% a +32%, AKT = de +33% a +56%, ERK = de +12% a -9%, P38 = de 
+24% a +13%; CXCL11: PLC = de +44% a +6%, AKT = de +35% a +34%, ERK = de +24% a 
15%, P38 = de +27% a +10%), probablemente por la activación constitutiva de las quinasas río 
abajo del rearreglo RET/PTC (RAS y AKT) que son comunes a las vías de señalización de 
CXCR3A. Los experimentos con el antagonista son consistentes con los de cinética de activación, 
que presentan a AKT como la principal vía de señalización inducida por CXCL10 y CXCL11 en 
células Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Mientras CXCL10 activa principalmente la vía de AKT 
(probablemente a través de CXCR3A), CXCL11 se presenta como un ligando más versátil, que 
induce principalmente la señalización de AKT y ERK, pero también de P38 (a través de 
CXCR3B), por lo que en Nthy-ori 3-1 la activación por ligando de las vías de CXCR3A y 
CXCR3B podrían estar equilibradas. 
La enzima adenilato ciclasa es activada por la subunidad Gαs, (asociada a CXCR3B) 
mientras que es inhibida por la subunidad Gαi (asociada a CXCR3A). Con el objetivo de 
determinar, si la señalización de CXCR3A predomina sobre la de CXCR3B, se analizó los 
niveles de AMPc inducidos por CXCL10, CXCL11 y por el antagonista de CXCR3 en ambas 




Figura 11. La principal via de señalización de CXCR3 es AKT en células Nthy-ori 3-1 y TPC-1. WB 
representativo de la inducción de las quinasas de CXCR3 por CXCL10 (100 ng/mL) y CXCL11 (100 ng/mL) en 
presencia del antagonista de CXCR3 (2 µM) en (a) Nthy-ori 3-1 y (d) TPC-1. Los valores densitométricos de al 
menos 3 WB independientes se normalizaron por su respectiva α-tubulina, se dividieron por los valores obtenidos en 
su respectivo control sin tratamiento y fueron graficados para Nthy-ori 3-1 (CXCL10 (b) y CXCL11 (c)) y para 
TPC-1 (CXCL10 (e) y CXCL11 (f)). (g) Evaluación de los niveles de AMPc en 3 experimentos independientes en 
Nthy-ori 3-1 (sin transfectar y transfectadas con vector vacío (pTopo) y CXCR3A) y TPC-1 a 48 h. Para comparar 
los tratamientos contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los distintos tratamientos entre sí se 




señalización de CXCR3A a través de una disminución de la actividad de la adenilato ciclasa (Fig. 
11G). En Nthy-ori 3-1, se detectó una disminución de los niveles de AMPc inducida por 
CXCL10 (-48%) y por CXCL11 (-61%), indicando que la señalización mediada por CXCR3A es 
predominante en células epiteliales normales de tiroides. Consistentemente, el antagonista 
aumentó los niveles de AMPc respecto al control no tratado (+63%). Integrando estos resultados 
con la disminución significativa de AKT por el antagonista de CXCR3 inducida por CXCL10 o 
CXCL11, sugieren que en Nthy-ori 3-1 la señalización de CXCR3A mediada por AKT es 
predominante sobre la de CXCR3B. 
La transfección con CXCR3A no provocó cambios en los niveles de AMPc al compararlo 
con el control de pTopo, ni tampoco se observó cambios por el tratamiento con los ligandos 
CXCL10 o CXCL11 (Fig. 11G). Estos resultados indican que un aumento de la expresión de 
CXCR3A no provoca cambios en la señalización de CXCR3A mediada por adenilato ciclasa y 
sugiere que la sobre-expresión de CXCR3A provocaría una potenciación de la señalización de 
CXCR3 mediada por Gɣ y no por Gαi. En células TPC-1, los niveles de AMPc inducidos por 
CXCL10 y CXCL11 fueron similares al control no tratado. Estos resultados sugieren que la 
señalización de CXCR3 en TPC-1 no estaría preponderantemente mediada por las subunidades 
Gαs o Gαi, sino más bien, a través de la subunidad Gɣ que activa principalmente a AKT y PLC. 
CXCR3 se ha descrito en la mayoría de los tipos celulares como un receptor proliferativo a 
través de la variante CXCR3A (Datta et al., 2010; Lasagni et al., 2003; Singh et al., 2013). 
Nuestros resultados demostraron que TPC-1 expresa significativamente más CXCR3A que Nthy-
ori 3-1 (Fig. 8D). Para la mayor expresión de CXCR3A observado en TPC-1 potencia la 
proliferación celular inducida por CXCL10 y CXCL11, se realizó ensayos de MTT en TPC-1 y 
se comparó con Nthy-ori 3-1 (Fig. 12A). Como control de proliferación se utilizó el inhibidor de 
la actividad tirosina quinasa del receptor RET (RPI-1), que es un receptor tirosina quinasa que 
promueve la proliferación de células parafoliculares C y también se expresa en células foliculares 
de tiroides (Bunone et al., 2000; Castellone y Santoro, 2008). Se detectó una tasa de proliferación 
mayor en TPC-1 (+58%, p<0,05) que en Nthy-ori 3-1, corroborando la capacidad proliferativa 
del modelo tumoral escogido. Sin embargo, la proliferación celular no fue inducida por CXCL10 
ni tampoco por CXCL11 en ninguna de las líneas celulares en estudio, indicando que la 




Figura 12. La proliferación celular mediada por CXCR3 es predominantemente a través de la activación de 
AKT en células Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Luego de estimular las células con CXCL10 o CXCL11 (100 ng/mL), 
antagonista de CXCR3 (2,5 μM) o inhibidores (concentraciones indicadas en materiales y métodos), las células se 
dejaron proliferar durante 24 h, 48 h o 72 h y se evaluó la proliferación mediante ensayos de MTT. (h) Gráfico de al 
menos 3 experimentos independientes de ensayos de proliferación en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 a las 48 h. Gráfico de al 
menos 3 experimentos independientes de ensayos de proliferación en Nthy-ori 3-1 (i) y TPC-1 (j) con distintos 
inhibidores de quinasas de CXCR3 y utilizando como control un inhibidor de RET [U-73122 (PLC) =24 h, 
LY294002 (PI3K) =48 h, PTX (Gαi)=72 h, PD98059 (ERK)=48 h, SB203580 (P38)=72 h, RPI (RET)=48 h]. Para 
comparar los tratamientos contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los distintos tratamientos 
entre sí se utilizó el test de Mann-Whitney (*= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).  
98 
 
pro-apoptótica de CXCR3B, probablemente a través de P38. Sin embargo, el antagonista de 
CXCR3 disminuyó de manera significativa la proliferación de ambas líneas celulares, con mayor 
significancia en Nthy-ori 3-1 (-33%, p<0,001) que la de TPC-1 (de +58% a +3%, p<0,01). Estos 
resultados indican que la pérdida de señalización de CXCR3 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1 disminuye 
la proliferación celular de manera importante, pero que el efecto neto por la acción de los 
ligandos CXCL10 y CXCL11 no potenciaría la proliferación celular, probablemente por una 
compensación de la activación de AKT (mediada por CXCR3A) a través de la inducción de P38 
(mediada por CXCR3B). El antagonista de CXCR3 disminuyó la proliferación en ambas líneas 
celulares, indicando que CXCR3 es importante en la proliferación tanto de un tirocito normal 
como de uno derivado de CPT. RPI-1 inhibió significativamente la proliferación de Nthy-ori 3-1 
(-82%, p<0,01), pero con menor magnitud en TPC-1 (-65%, p<0,05), comprobando que RET es 
un receptor importante en ambos modelos celulares. 
Otra aproximación experimental para evaluar la señalización de las vías de CXCR3A y de 
CXCR3B en la proliferación celular, fue mediante el uso de inhibidores específicos de las 
quinasas que participan en las vías de transducción río abajo de las respectivas variantes de 
CXCR3. Se analizó los niveles de proliferación mediante ensayos de MTT en las células Nthy-
ori-3-1 (Fig. 12B) y TPC-1 (Fig. 12C) inducidas por CXCL10 o CXCL11 y en presencia de los 
respectivos inhibidores de las quinasas de las vías de transducción de CXCR3 (Fig. 3). En ambas 
líneas celulares se observó que el inhibidor de AKT (LY294002) disminuyó con mayor magnitud 
la proliferación (Nthy-ori 3-1: -56%, TPC-1: -64%), seguido del inhibidor de PLC (U-73122) 
(Nthy: -31%, TPC-1: -32%) y del inhibidor de ERK (PD98059) (Nthy-ori 3-1: -31%, TPC-1: -
40%). Sólo en presencia de CXCL11, el inhibidor LY294002 disminuyó significativamente la 
proliferación (Nthy-ori 3-1: de -10% a -48%, p<0,05; TPC-1: de -2% a -55%, p<0,05), mientras 
que con CXCL10 la proliferación disminuyó, aunque sin significancia estadística (Nthy-ori 3-1: 
de -6% a -60%; TPC-1: de -4% a -60%). Esto confirma que AKT es la principal vía proliferativa 
de CXCR3 en ambas líneas celulares. Por otro lado, SB203580 (inhibidor de P38) provocó un 
aumento de la proliferación en Nthy-ori 3-1 (+10%), confirmando que P38 es una vía anti-
proliferativa en Nthy-ori 3-1. Inesperadamente, el inhibidor de P38 disminuyó la proliferación en 
TPC-1 (-33%). En Nthy-ori 3-1, la toxina de pertusis (PTX, inhibidor de la Gαi) disminuyó 
ligeramente la proliferación (-22%) y este efecto se revirtió con significancia estadística, pero con 
baja magnitud al inducir las células con CXCL11 (-4%, p<0,05), confirmando que la señalización 
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proliferativa mediada por una disminución de la adenilato ciclasa es relativamente débil en este 
modelo celular. 
8.2.3. Un aumento en la expresión de CXCR3A promueve la proliferación celular inducida 
por CXCL10 y CXCL11 en células Nthy-ori 3-1. 
Para determinar si un aumento en los niveles de expresión de CXCR3A y de CXCR3B 
promueve proliferación celular, contribuyendo a la transformación neoplásica de células Nthy-ori 
3-1, fue necesario clonar ambas variantes y luego transferirlas a células Nthy-ori 3-1 y analizar su 
efecto en las tasas de proliferación. A su vez, se estudió si este efecto se revierte por la inhibición 
de la expresión de CXCR3 por la acción de RNA interferente. 
8.2.3.1. Clonamiento de CXCR3A y CXCR3B en vector de expresión eucarionte 
(pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA). 
Con el fin de inducir in vitro, la expresión de las variantes CXCR3A o CXCR3B en células 
eucariontes, se procedió a aislar y luego clonar las secuencias respectivas por PCR y a partir de 
tejido contralateral de pacientes con patologías benignas (para CXCR3A) y a partir de células 
Nthy-ori 3-1 (para CXCR3B) (Anexo 5B). Las variantes se clonaron según se describe en 
materiales y métodos (ver 7.2.6), generando plásmidos en que el transgen se encuentra regulado 
por el promotor de CMV y alternativamente fusionado al epítope V5 en su extremo 3’ (Anexo 
5A). Luego de clonar las variantes en el vector eucarionte (pcDNA 3.1), se transformaron cepas 
de E. coli quimiocompetentes según se menciona en materiales y métodos (ver 7.2.6.4) y los 
clones transformantes se seleccionaron con ampicilina (100 μg/mL). Para darle identidad a las 
colonias transformadas y corroborar la orientación del inserto, se realizó un PCR directo sobre 
algunas colonias al azar (Anexo 5C) según se describe en métodos 7.2.6.6. Como control positivo 
se utilizó un plásmido con la secuencia de CXCR3A o CXCR3B aislada desde linfocitos. Se 
obtuvo 2 colonias con el plásmido de CXCR3A (C3 y C4) y 2 colonias con el plásmido de 
CXCR3B (C9 y C14) correctamente insertados. Adicionalmente, se realizó una digestión 
analítica con enzimas de restricción que presentan un sitio de corte río arriba y río abajo del 
inserto permitiendo liberar fragmentos de tamaño conocido los que luego se analizaron por 
electroforesis en geles de agarosa (Anexo 5D). Se corroboró que los fragmentos generados en la 
digestión analítica tuviesen el mismo peso teórico (CXCR3A ~1200 pb, CXCR3B ~1500 pb). 
Los plásmidos se secuenciaron y las secuencias registradas se analizaron según se describe en 
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métodos 7.2.6.8, corroborando que las secuencias clonadas desde tiroides son las mismas 
publicadas para linfocitos y no presentan ninguna mutación (Anexo 5E). 
8.2.3.2. Optimización de la transfección con DNA y RNAi. 
Para determinar las condiciones óptimas de transfección de Nthy-ori 3-1 con lipofectamina, 
se probó distintas cantidades de lipofectAMINE 3000, plásmidos y tiempos de tratamiento, 
midiendo en cada caso, la frecuencia de transfección, que es el porcentaje de células transfectadas 
desde un total tratado. Primero se evaluó visualmente (mediante microscopía) la toxicidad del 
reactivo de transfección (LipofectAMINE 3000) y se determinó que ninguna de las cantidades 
testeadas (0,75 µL y 1,5 µL) fue tóxica para la célula, ya que no alteró el fenotipo celular (Anexo 
6A). Luego se procedió a transfectar las células como se menciona en materiales y métodos (ver 
7.2.8.1.1.4) con dos cantidades distintas de plásmidos de expresión pTopo/LacZ (250 ng y 500 
ng) y luego de la transfección, los complejos de DNA se retiraron a distintos tiempos (1, 2, 4, 6 y 
48 h). Finalmente, las células se incubaron en medio completo hasta que transcurrieron 48 h post-
transfección (Anexo 6B). Los resultados obtenidos se muestran en Anexo 6C, en que se detectó 
que la mayor frecuencia de transfección se logró con 0,75 µL de LipofectAMINE3000, 500 ng de 
DNA y 48 h con los complejos. Con esta condición se logró un 36% de células transfectadas. 
Los plásmidos se transfirieron con las condiciones previamente optimizadas y se analizó la 
expresión de las variantes en las células transformadas con CXCR3A (Nthy-A) o con CXCR3B 
(Nthy-B) mediante ensayos de qPCR y de Western blot comparando los niveles de expresión 
contra un control negativo (Nthy-pTopo). Los resultados indicaron que CXCR3A aumentó su 
expresión más de 200 veces en Nthy-A y CXCR3B aumentó su expresión casi 80 veces en Nthy-
B respecto a Nthy-pTopo (Anexo 7). Curiosamente se observó que en Nthy-A existe una pequeña 
disminución de CXCR3B, mientras que en Nthy-B los niveles de CXCR3A no variaron. La 
sobre-expresión de las variantes a nivel de proteínas se evaluó mediante ensayos de Western blot 
(Fig. 13A), utilizando en este caso, un anticuerpo dirigido contra el epítope V5. Se detectó un 
aumento significativo de la marca para V5 con el tamaño teórico esperado en las transfectantes de 
Nthy-A y Nthy-B, mientras que en Nthy-pTopo y como era los esperado, no se observó marca del 
epítope V5. 
Como estrategia alternativa para inhibir la señalización mediada por CXCR3 (a la del uso 




Figura 13. El aumento de la expresión de CXCR3A y los ligandos CXCL10 y CXCL11 potencian la 
proliferación celular en células Nthy-ori 3-1 mientras que el siRNA para CXCR3 previene este efecto. Las 
células Nthy-ori 3-1 transfectadas con pTopo, CXCR3A, CXCR3B o siRNA se dejaron crecer durante 24 h y luego 
se estimularon con CXCL10 (100 ng/mL), CXCL11 (100 ng/mL), antagonista de CXCR3 (2 µM). 48 h después se 
evaluó la proliferación con ensayos de MTT. (a) WB representativo de células Nthy-ori 3-1 transfectadas con 
CXCR3A, CXCR3B o el vector vacío (pTopo). Se utilizó un anticuerpo anti-V5 dirigido contra el epítope V5 
fusionado a las variantes para detectar específicamente la marca de las proteínas sobrexpresadas. (b) Gráfico de al 
menos 3 ensayos de proliferación mediante MTT de células transfectadas con CXCR3A, CXCR3B y pTopo. (c) 
Análisis de Pfaffl de los transcritos de HO-1 amplificados por qPCR en células Nthy-ori 3-1 transfectadas con 
CXCR3A o CXCR3B respecto a células transfectadas con pTopo. Gráfico de al menos 3 ensayos de proliferación 
mediante MTT de células transfectadas con CXCR3A, CXCR3B y pTopo en presencia de CXCL10 o CXCL11 y 
normalizando los tratamientos por el control de pTopo (d) o por su respectivo control sin tratamiento (e). WB 
representativo de células Nthy-ori 3-1 transfectadas con siRNA anti-CXCR3 (f, panel izquierdo) marca Dharmacon 
(siRNA#1) o (g, panel izquierdo) marca Invitrogen (siRNA#2) y con un siRNA inespecífico (scr-siRNA) como 
control. Gráfico de al menos 3 WB independientes de transfecciones con siRNA#1 (f, panel derecho) y siRNA#2 (g, 
panel derecho). (h) Gráfico de al menos 3 ensayos de proliferación mediante MTT de células Nthy-ori 3-1 
transfectadas con siRNA#2 en presencia de CXCL10 o CXCL11 y 25 µM RPI-1. Para comparar los tratamientos 
contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los distintos tratamientos entre sí se utilizó el test de 
Mann-Whitney (*= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).  
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describe en métodos 7.2.8.1.2.5. Primero, se optimizó el protocolo de transfección de RNAi en 
células Nthy-ori 3-1 con el fin de determinar las condiciones experimentales para lograr la mejor 
frecuencia de transfección. Se determinó la toxicidad del reactivo de transfección 
(DHARMAFECT 1) de manera visual mediante microscopía de florescencia, evaluando la forma 
del núcleo marcado con tinción DAPI. Se determinó que 2,5 µL del reactivo de transfección fue 
tóxico para las células, mientras que a la mitad de esa cantidad (1,25 µL) el reactivo no fue tóxico 
para las células (Anexo 8A), ya que la estructura del núcleo no se alteró. Las células se 
transfectaron como se menciona en materiales y métodos (ver 7.2.8.1.2.4) con dos cantidades 
distintas de RNAi (12,5 pmol y 25 pmol), con 1,25 µL de DHARMAFECT 1 en medio completo 
u OptiMEM 10% FBS y se evaluó la transfección a 24 h o 48 h después. (Anexo 8B). Los 
resultados de la optimización de la transfección con RNAi para cada una de las condiciones se 
muestra en Anexo 8C, en que la mejor frecuencia se obtuvo utilizando 1,25 µL de 
DHARMAFECT 1 y 25 pmol de RNAi en OptiMEM 10% FBS a las 24 h de la transfección 
(87,7% de células transfectadas).El aumento de la expresión de CXCR3A y los ligandos 
CXCL10 y CXCL11 potencian la proliferación celular en células Nthy-ori 3-1 mientras que el 
RNAi para CXCR3 previene este efecto. 
Para determinar cómo un cambio en los niveles de expresión de las variantes de CXCR3 
puede promover la proliferación de las células normales de tiroides se procedió a evaluar la 
capacidad mitogénica de CXCR3A y CXCR3B mediante ensayos de MTT en células Nthy-ori 3-
1 transfectadas con CXCR3A y con CXCR3B. (Fig. 13B). En condiciones basales (sin inducción 
del ligando), las células transfectadas con CXCR3A (Nthy-A) presentaron un aumento 
significativo de la tasa de proliferación celular (+32%, p<0,05), mientras que las transfectadas 
con CXCR3B (Nthy-B) presentaron una leve disminución (-9%) respecto a las células control 
(Nthy-pTopo). En paralelo, para evaluar indirectamente la señalización de las variantes en las 
células transfectadas, se determinó la expresión de la enzima hemoxigenasa-1 (HO-1) (Fig. 13C), 
que disminuye considerablemente frente a aumentos de expresión de CXCR3B (Datta et al., 
2010). Los niveles de HO-1 disminuyeron casi 10 veces en Nthy-B, mientras que en Nthy-A los 
niveles de HO-1 no variaron respecto a Nthy-pTopo. Más aún, CXCL10 y CXCL11 aumentaron 
considerablemente la proliferación con significancia estadística en células Nthy-A respecto al 
control Nthy-pTopo (CXCL10: +72%, p<0,01; CXCL11 +72%, p<0,01) mientras que Nthy-B 
produjo el efecto contrario, disminuyendo en forma significativa los niveles de proliferación 
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inducidos por CXCL10 (de -1% a -20%, p<0,05) o por CXCL11 (de +3% a -7%) respecto a 
Nthy-pTopo tratada con CXCL10 o con CXCL11 (Fig. 13D). Estos resultados indican, que un 
aumento en la expresión de CXCR3A y por la acción de ligandos potencia la proliferación celular 
y considerando los resultados previamente expuestos en esta tesis, esta proliferación estaría 
mediada por la quinasa AKT. Al analizar, la proliferación de cada transfectante (Nthy-A o Nthy-
B) respecto a su control interno sin tratamiento (Fig. 13E), se observó que CXCL10 (+20%, 
p<0,05) y CXCL11 (+51%, p<0,05) aumentaron de manera significativa la proliferación de Nthy-
A, indicando un efecto sinérgico entre un aumento de los niveles de CXCR3A y la activación por 
sus ligandos en la potenciación de la proliferación celular. Curiosamente, el aumento de la 
proliferación fue significativamente mayor con CXCL11 que con CXCL10 (p<0,01), aunque 
ambos ligandos indujeron con similares magnitudes la activación de AKT en las cinéticas de 
activación con estos ligandos. 
Para confirmar que un cambio en los niveles de expresión de CXCR3A potencia la 
proliferación celular, se estudió si este efecto proliferativo puede ser prevenido por la acción de 
un RNA interferente para CXCR3. Dado la gran homología entre las secuencias de CXCR3A y 
CXCR3B, no fue posible disponer de un RNAi específico para cada variante, por lo que los 
ensayos se realizaron con dos RNA interferentes para CXCR3 total. Las células Nthy-ori 3-1 se 
transfectaron alternativamente con RNAi para CXCR3 marca Dharmacon (siRNA#1) o 
Invitrogen (siRNA#2). La especificidad y funcionalidad de ambos RNAs interferentes se evaluó 
por Western blot, comparando los niveles de expresión de células transfectadas con el RNAi de 
CXCR3 con respecto a las transfectadas con el RNAi control (scr-siRNA). Las figuras 13F y 13G 
(panel izquierdo) muestran el análisis a nivel de proteínas, en que se detectó un 21% (p<0,05) y 
un 30% de disminución en la expresión para CXCR3 total con el siRNA#1 y siRNA#2, 
respectivamente (Fig. 13F y 13G, panel derecho), corroborando que los RNA interferentes 
utilizados disminuyen eficientemente la expresión de su blanco. Los resultados de proliferación 
de células Nthy-ori 3-1 transfectadas con siRNA#2 se muestran en la figura 13H. En condiciones 
basales, el siRNA#2 redujo la proliferación en un 60% respecto a las células transfectadas con 
siRNA control (src-siRNA). Como el resultado neto fue una disminución de la proliferación y 
por los resultados mostrados previamente en esta tesis, se sugiere que es la disminución de la 
variante CXCR3A la que principalmente causa este efecto. El siRNA#2 disminuyó 
significativamente la proliferación inducida por CXCL10 (de +11 a -40%, p>0,05), mientras que 
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disminuyó la proliferación inducida por CXCL11 sin significancia estadística (de +31%a -1%) 
respecto al siRNA control inducido con CXCL10 o CXCL11. 
En conclusión, los resultados de la segunda parte de esta tesis, indican que CXCL10 y 
CXCL11 junto con un aumento de CXCR3A a través de la activación principalmente de la vía de 
AKT es capaz de potenciar la proliferación celular, pudiendo entonces constituir un mecanismo 
que contribuye a la transformación neoplásica de células epiteliales de la tiroides promoviendo el 
desarrollo del cáncer papilar. 
8.3. Identificar el mecanismo celular por el cual CXCR3A potenciaría la transformación 
neoplásica y el desarrollo del cáncer papilar de tiroides. 
Existen antecedentes en la bibliografía que dan cuenta de una estrecha relación entre el 
receptor tirosina quinasa RET y CXCR3. RET potencia el proceso oncogénico del CPT a través 
de la generación de rearreglos RET/PTC que a su vez activan un programa inflamatorio a nivel 
transcripcional que incluye el aumento de la expresión de quimioquinas y sus receptores 
(Borrello et al., 2005). Además, ambos receptores presentan vías de señalización en común como 
la vía de PI3K y MAPK (Mulligan, 2014; Singh et al., 2013). Mutaciones en esta última (RAS y 
BRAF) son bastante frecuentes en tumores con CPT e inducen sobrevida y tumorigénesis en 
tirocitos (Nikiforov y Nikiforova, 2011; Xing, 2013). Nuestros resultados mostraron que la 
inhibición de la actividad tirosina quinasa de RET por el inhibidor RPI-1 disminuyó 
drásticamente la proliferación celular en Nthy-ori 3-1 (Fig. 12A, 12B). Durante los últimos años, 
se ha descrito la transactivación de receptores tirosina quinasa como TrkA o EGFR por 
receptores tipo GPCRs, siendo éste un mecanismo oncogénico descrito para el receptor EGFR 
por el receptor de prostaglandinas PGE2 en el cáncer de colon (Pai et al., 2002; Tveteraas et al., 
2012). Recientemente se ha descrito que el receptor HER2 es transactivado por CXCL12 a través 
de CXCR4 en el cáncer de próstata (Chinni et al., 2008). Considerando estos antecedentes y con 
el fin de definir el mecanismo celular, mediante el cual CXCR3A podría promover la 
transformación neoplásica de células epiteliales de tiroides, en la parte final de esta tesis se 
estudió si los ligandos CXCL10 y CXCL11 son capaces de inducir la transactivación del receptor 
RET. 
La transformación neoplásica es un evento previo al desarrollo del fenotipo neoplásico 
maligno y a la progresión del cáncer (Hanahan y Weinberg, 2000). Por ello, la proliferación 
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celular sostenida y mediada por las vías de señalización de CXCR3A en el ambiente inflamatorio 
podría ser apoyada de manera aditiva a través de la transactivación de RET. Este mecanismo 
podría ser un evento temprano que promovería primero la transformación neoplásica, y luego, la 
adquisición del fenotipo maligno. Alternativamente, la transactivación del rearreglo RET/PTC en 
células tumorales podría promover la progresión del cáncer papilar mientras que, en tumores 
benignos, podría potenciar la mantención del fenotipo neoplásico. De hecho, se ha descrito la 
existencia de RET/PTC en tumores benignos de tiroides (Marotta et al., 2011).  
8.3.1. RET y RET/PTC se expresa con niveles similares en tumores benignos y en el CPT. 
Análisis de la expresión de RET y RET/PTC en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. 
Para estudiar si el mecanismo propuesto pudiese ser posible en tiroides primero fue 
necesario evaluar la presencia (prevalencia) y los niveles de expresión de RET y RET/PTC1 en 
tumores benignos (B) y en CPT. Adicionalmente se evaluó la expresión de RET y del rearreglo 
en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Como control de expresión de RET/PTC se consideró las células TPC-
1, que expresan constitutivamente el rearreglo. El resultado del análisis de la prevalencia y de 
expresión de RET y del rearreglo en 50 tumores benignos y 111 CPT mediante qPCR se muestra 
en las figuras 14A, 14B y 14C. La prevalencia de RET fue de 100 % en los tumores benignos y 
de CPT, indicando que es un receptor que se encuentra con alta frecuencia en neoplasias benignas 
y malignas de la tiroides. RET/PTC1 se detectó en el 12,5% de las muestras analizadas de 
tumores benignos y en el 22,5% de las muestras de CPT.  
Los niveles de expresión de RET y RET/PTC1 se muestran como los valores recíprocos de 
los ct para RET (Fig. 14B) o RET/PTC1 (Fig. 14C) divididos por su respectivo ct de 18S. El 
análisis mostró niveles muy similares de la expresión de RET (B: 3,306±0,8762; CPT: 
3,214±0,8964) y RET/PTC (B: 2,720±0,2496; CPT: 3,082±0,7213) en tumores benignos y en 
CPT. En cambio, el nivel de mRNA de RET en TPC-1 (0,5411±0,5623, p=0,0043) fue 
significativamente mayor que en Nthy-ori 3-1 (0,4361±0,4795). Como era lo esperado, RET/PTC 
sólo se detectó en TPC-1 y no en Nthy-ori 3-1. A nivel de proteínas, la expresión de RET es 





Figura 14. RET y RET/PTC se expresa con niveles similares en tumores benignos y en el 
CPT. Análisis de la expresión de RET y RET/PTC en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. (a) Análisis de 
la prevalencia de cRET y RET/PTC1 mediante qPCR en 50 B y 111 CPT. Los datos de cT 
obtenidos en el análisis anterior se graficaron como el valor recíproco del cT de cRET/18S (b) y 
el valor recíproco del cT de RET/PTC1/18S (c). Análisis de la expresión de (d) cRET y (e) 
RET/PTC1 en al menos 3 experimentos mediante qPCR en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Los datos de 
cT obtenidos se graficaron como el valor recíproco del cT de cRET/18S y de RET/PTC1/18S. (f) 
WB representativo de cRET y RET/PTC en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. En todos los gráficos se 
utilizó el test de Mann-Whitney para determinar la significancia estadística (*= p<0,05; ** = 
p<0,01; *** = p<0,001). 
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RET, que es de amplio espectro en tumores de tiroides y que se expresa en células epiteliales de 
tiroides, normales y de cáncer papilar. 
8.3.2. CXCL10 y CXCL11 inducen la activación del receptor RET y de RET/PTC. 
Para determinar si CXCR3 activado por sus ligandos CXCL10 o CXCL11 es capaz de 
provocar la activación de RET, se analizó la cinética de activación de RET en 2 residuos de 
tirosina (Y905 e Y1062) en células Nthy-ori 3-1 (Fig. 15A) y en TPC-1 (Fig. 15C). La tirosina 
Y1062 se ha descrito que es esencial para la función transformadora y mitogénesis que 
desencadena la señalización de RET mediante las vías PI3K y MAPK (Castellone y Santoro, 
2008; Yamamoto et al., 2001). La fosforilación de tirosina Y905 se ha descrito como necesaria 
para el reclutamiento de proteínas adaptadoras como Grb-7 o Grb-10 (Mulligan, 2014). Aún se 
desconoce con certeza el la función de Grb7/10 específicamente en la señalización de RET, pero 
se ha demostrado que regula la migración y sobrevida (Han et al., 2001), y Grb-10 funciona 
como un coactivador de AKT (Jahn et al., 2002). Además, Y905 también recluta a SH2B1β, la 
que al obstruir a la SHP-1 tirosina fosfatasa, mejorando la fosforilación de RET (Donatello et al., 
2007). Aunque Y905 puede mejorar la fosforilación del receptor RET, la fosforilación de Y1062 
ocurre antes (Plaza-Menacho et al., 2014). 
8.3.2.1. Cinética de activación de activación de RET y RET/PTC en células Nthy-ori 3-1 y 
TPC-1. 
Los resultados del análisis de Western blot utilizando anticuerpos específicos para cada uno 
de los residuos de tirosina mostraron que tanto el ligando CXCL10 como el ligando CXCL11 son 
capaces de activar al receptor RET en los residuos Y905 e Y1062 en ambas líneas celulares (Fig. 
15A, 15C). El resultado de al menos 3 experimentos independientes de CXCL10 y CXCL11 en 
Nthy-ori 3-1 (Fig. 15B) y en TPC-1 (Fig. 15D), muestra que en Nthy-ori 3-1, CXCL10 es capaz 
de inducir la fosforilación de tirosina Y905 con una cinética de activación similar a la inducida en 
tirosina Y1062. Se observó un pico de activación de +81% a los 10 min para Y1062 y de 58% a 
los 20 min para Y905. CXCL11 indujo la fosforilación de Y1062 y de Y905, con un pico de 
activación de +92% a los 10 min para Y1062 y con uno de +63% a los 5 min para Y905. En 
TPC-1 el pico de activación de CXCL10 de +111% para Y1062 ocurrió a los 10 min, mientras 
que para Y905 el pico de activación de +98% fue más temprano que en Nthy-ori 3-1 y ocurrió a 




Figura 15. CXCL10 y CXCL11 inducen la activación del receptor cRET y de RET/PTC. Se realizaron curvas 
de cinética de activación para cRET y RET/PTC en las tirosinas Y905 e Y1062 con los ligandos CXCL10 y 
CXCL11 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Luego de 4 h de depleción las células fueron estimuladas por 5, 10, 20 y 30 min 
con CXCL10 o CXCL11 (100 ng/mL). WB representativos de las curvas de tiempo en Nthy-ori 3-1 (a) y TPC-1 (d). 
Los valores densitrométricos de al menos 3 experimentos independientes se normalizaron por su α-tubulina, se 
dividieron por los valores obtenidos en su respectivo control sin ligando (tiempo 0) y fueron graficados para RET en 
Nthy-ori 3-1 (b: CXCL10, c: CXCL11) y TPC-1 (e: CXCL10, f: CXCL11), y para RET/PTC en TPC-1 (g: 




tirosina Y1062 que la Y905, y con mayor potencia en TPC-1 (Y1062: +193% a 20 min, Y905: 
+58% a 10 min) que en Nthy-ori 3-1. Tanto en Nthy-ori 3-1 como en TPC-1, los ligandos 
CXCL10 y CXCL11 presentaron el pico de activación entre 10 y 20 min para la tirosina Y1062, 
mientras que para Y905 fue alrededor de los 10 min. Por ello, los estudios de activación de RET 
se consensuaron con un tiempo de tratamiento de 15 min con ligando. En resumen, los resultados 
de cinética de activación indican que RET puede ser activado en Y1062 y Y905 con una mayor 
potencia para el ligando CXCL10 en la Y1062 (necesaria para la transformación y mitogénesis 
que desencadena la señalización de RET mediante las vías PI3K y MAPK) en Nthy-ori 3-1 y para 
CXCL11 en TPC-1. La cinética de activación de RET por CXCL10 y CXCL11 es muy 
coincidente con la cinética de activación de las quinasas río abajo de CXCR3 que se activaron 
por ambos ligandos con los mayores índices de magnitud, como la quinasa AKT. 
Con el fin de determinar si CXCL10 o CXCL11 pueden tener algún efecto en la 
fosforilación del rearreglo RET/PTC, pudiendo esto potenciar la progresión del cáncer de tiroides, 
se realizó ensayos de cinética de activación para CXCL10 y CXCL11 en TPC-1. Los análisis 
densitométricos en al menos 3 experimentos independientes en TPC-1 mostraron que tanto 
CXCL10 como CXCL11 fueron capaces de inducir la fosforilación de Y1062 y Y905 en TPC-1 
(Fig. 15E). CXCL10 induce la fosforilación preferencial de Y905 con un pico de activación de 
+110% a los 30 min, mientras que CXCL11 presentó un pico de activación de sólo un 28% a los 
5 min. La Y1062 fue activada principalmente por CXCL11 con un pico de activación de +124% 
a los 30 min, mientras que con CXCL10 esto fue de un +55% a los 30 min de tratamiento. Estos 
resultados indican que la activación de CXCR3 por ligando es capaz de promover una activación 
de RET/PTC por sobre la activación constitutiva que presenta este rearreglo. 
8.3.2.2. El antagonista de CXCR3 disminuye la activación de RET inducida por CXCL10 y 
CXCL11 en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. 
Con el fin de determinar si la activación de RET por los ligandos CXCL10 y CXCL11 es 
dependiente de CXCR3, se estudió si el antagonista de CXCR3 es capaz de prevenir o disminuir 
la fosforilación de RET en Y1062. Las células Nthy-ori 3-1 y TPC-1 se estimularon con CXCL10 
o CXCL11 en presencia o ausencia del antagonista de CXCR3 (Calbiochem, cat. 500486). Para 
dar identidad a la banda de RET activado (fosforilado), se incluyó como control el inhibidor de 
RET (RPI-1). Los lisados se analizaron por Western blot utilizando el fosfoanticuerpo para 
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tirosina Y1062 por ser el residuo que preferencialmente se activa por CXCL10 y CXCL11 en 
Nthy-ori 3-1 y TPC-1 (Fig. 16A). Los resultados de al menos 3 experimentos en Nthy-ori 3-1 
independientes se presentan en la figura 16B. La activación de RET causada por ambos ligandos 
se previno significativamente por el antagonista de CXCR3 tanto para CXCL10 (de +114% a 
+25%, p<0,01) como para CXCL11 (de +91% a +40%, p<0,05). Estos resultados indican que la 
activación de RET por CXCL10 y CXCL11 es a través de la activación de CXCR3, aunque no 
podemos excluir una activación a través de complejos de CXCR3 que forme con otros receptores 
de quimioquinas como CXCR4 como se ha descrito previamente (Watts et al., 2013). Se advirtió 
también que la fosforilación de RET fue revertida también en presencia del inhibidor RPI-1, por 
lo que la banda que se cuantifica por densitometría corresponde efectivamente al receptor RET. 
En TPC-1 (Fig. 16C), el antagonista también fue capaz de revertir significativamente la 
activación de RET inducida por ambos ligandos (CXCL10: de +91% a +15%, p<0,01; CXCL11: 
de +63% a +11%, p<0,01). Notablemente, en aquellos experimentos realizados en células Nthy-
ori 3-1 en los que el antagonista logró prevenir la activación de RET inducida por CXCL10 o por 
CXCL11, se detectó una disminución significativa de la fosforilación de AKT inducida por 
CXCL10 (de +25% a -5%, p<0,05) o por CXCL11 (de +30% a -6%, p<0,05) (Fig. 16D). El 
antagonista no presentó efecto en la activación de ERK (Fig. 16E). Estos resultados sugieren que 
la transactivación de RET por CXCL10 o por CXCL11 a través de CXCR3 estaría mediada por la 
vía de señalización de AKT. 
8.3.2.3. La activación de RET por CXCL10 y CXCL11 es dependiente de la expresión del 
receptor CXCR3 en Nthy-ori 3-1. 
Para evaluar si la transactivación de RET es dependiente de CXCR3, se evaluó si una 
disminución de los niveles de expresión de CXCR3 disminuye la activación de RET en la tirosina 
Y1062. Para ello, las células Nthy-ori 3-1 se transfectaron alternativamente con 2 RNA 
interferentes para CXCR3 (siRNAi#1 o siRNAi#2) (Fig. 16F). Los resultados de al menos 3 
experimentos independientes fueron graficados para ambos ligandos con siRNAi#1 (Fig. 16G) y 
con siRNAi#2 (Fig. 16H). Se detectó una disminución significativa de la fosforilación de RET 
con ambos siRNA (p<0,05) respecto al scr-siRNA inducido por CXCL10 (siRNA#1: de +81% a 
+33%, p<0,05; siRNA#2: de +120% a +67%, p<0,05), mientras que para CXCL11 la 




Figura 16. La activación de RET por CXCL10 y CXCL11 es dependiente de la expresión del receptor 
CXCR3 en Nthy-ori 3-1. Se le dió identidad a la transactivación de RET por CXCR3 utilizando el antagonista de 
CXCR3 (2 µM) y el siRNAi#1 para revertir la activación de RET mediada por CXCL10 y CXCL11 (100 ng/mL). (a) 
WB representativo de la reversión de la fosforilación de RET (Y1062) inducida por CXCL10 con el antagonista de 
CXCR3 en Nthy-ori 3-1. Los valores densitométricos de al menos 3 experimentos independientes se normalizaron 
por su respectiva α-tubulina, se dividieron por los valores obtenidos en su respectivo control sin tratamiento y se 
graficaron para pRET en Nthy-ori 3-1 (b) y TPC-1 (c). En Nthy-ori 3-1 se graficó pAKT (d) y pERK (e) en aquellos 
experimentos en los que se inactivó RET con el antagonista. (f) WB representativo de la reversión de la fosforilación 
de RET (Y1062) inducida por CXCL10 en presencia de siRNA#1 y scr-siRNA en Nthy-ori 3-1. Los valores 
densitométricos de al menos 3 experimentos independientes estimulados con CXCL10 o CXCL11 en presencia de 
siRNA#1 (g) o siRNA#2 (h) se normalizaron por α-tubulina y se dividieron por los valores obtenidos en scr-siRNA 
sin tratamiento. Para comparar los tratamientos contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los 
distintos tratamientos entre sí se utilizó el test de Mann-Whitney (*= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).  
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siRNA#2: de +157% a +89%). Estos resultados demuestran que la activación de RET por 
CXCL10 y CXCL11 es dependiente de la expresión de receptor CXCR3. 
8.3.3. La transactivación de RET por CXCL10 y CXCL11 está mediada por CXCR3 a 
través de la activación de la quinasa AKT. 
Para determinar en parte, el mecanismo por el cual CXCR3 transactiva a RET, se analizó 
la fosforilación de Y1062 en presencia de inhibidores de las distintas quinasas de la señalización 
de CXCR3. Para esto, las células Nthy-ori 3-1 se estimularon con CXCL10 (ligando con mayor 
potencia en la activación de RET en Y1062) en presencia o ausencia del inhibidor de PLC (U-
73122, Fig. 17A), el inhibidor de PI3K (LY294002, Fig. 17C), el inhibidor de ERK 1-2 
(PD98059, Fig. 17E) y el inhibidor de P38 (SB203580, Fig. 17G). Para confirmar la 
funcionalidad de cada inhibidor, se analizó la fosforilación de cada quinasa en estudio con su 
respectivo fosfoanticuerpo, como se describe en métodos (7.2.7.6). El análisis de la activación de 
RET en tirosina Y1062 por Western blot en al menos 3 experimentos independientes con el 
inhibidor U-73122 (Fig. 17B), LY294002 (Fig. 17D), PD98059 (Fig. 17F) y SB203580 (Fig. 
17H), mostró que sólo el inhibidor de PI3K y el inhibidor de P38 (CXCL10 = LY249002: de 
+37% a +23%, p<0,05; SB203580: de +121% a +29%) disminuyeron la fosforilación del receptor. 
La identidad de RET activado en Y1062 por CXCL10 se confirmó anteriormente por la 
disminución de la versión fosforilada del receptor en presencia del inhibidor RPI-1 (Fig. 16A). 
Atendiendo que P38 es una quinasa río abajo de CXCR3B y no de CXCR3A, y considerando que 
se ha descrito inhibición de PDK1 y AKT2 por el inhibidor de P38 (Lali et al., 2000), los 
resultados sugieren que el efecto del inhibidor de P38 es inespecífico. Se ha reportado la 
transactivaciòn de TrkB mediante norepinefrina, el cuál a través de su receptor (un GPCR) 
transactiva a TrkB, el que a su vez activa a PI3K y genera un aumento de expresión BDNF 
(ligando de TrkB) y una consecuente potenciación de la fosforilación de TrkB (Chen et al., 2007). 
Paralelamente, el aumento de la activación de AKT mediada por CXCR3 podría aumentar el 
ligando de RET, GDNF, potenciando la activación de RET. En resumen, los resultados indican 
que la transactivación de RET por CXCL10 estaría mediada CXCR3 a través de la activación de 




Figura 18. CXCR3A potencia la proliferación celular mediada por AKT a través de la 
transactivación de RET en células Nthy-ori 3-1. Nuevo mecanismo de transformación neoplásica en 
el cáncer de tiroides. Las células fueron tratadas durante 48 h con CXCL10 (100 ng/mL), el inhibidor de 
RET (RPI-1, 25 μM) y/o el antagonista de CXCR3 (2,5 μM) y posteriormente se evaluó la proliferación 
mediante ensayos de MTT. Los gráficos muestran al menos 3 ensayos de MTT de células Nthy-ori 3-1 (a), 
TPC-1 (b). Ensayos de MTT de Nthy-ori 3-1 transfectadas con pTopo y CXCR3A tratadas con (c) 
antagonista o con (d) antagonista y RPI-1 en conjunto. Se muestran los promedios ± error estándar de la 
razón de absorbancias en las células tratadas respecto a las sin tratamiento. Para comparar los tratamientos 
contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los distintos tratamientos entre sí se utilizó 
el test de Mann-Whitney (*= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).  
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8.3.4. CXCR3A potencia la proliferación celular mediada por AKT a través de la 
transactivación de RET en células Nthy-ori 3-1. Nuevo mecanismo de transformación 
neoplásica en el cáncer de tiroides. 
Para evaluar si la transactivación de RET por CXCR3 potencia la proliferación celular en 
una modalidad sinérgica, se realizó ensayos de MTT en Nthy-ori 3-1 (Fig. 18A) y TPC-1 (Fig. 
18B) estimulando las células con CXCL10 o CXCL11 en presencia o ausencia del antagonista de 
CXCR3 AMG487 (Calbiochem, cat. 500486) y/o del inhibidor de RET (RPI-1, una molécula 
pequeña). Los resultados mostraron un efecto similar del antagonista en la disminución de la 
proliferación en ambas líneas celulares (Nthy-ori 3-1: -30%, p<0,05; TPC-1: -32%, p<0,01). RPI-
1 disminuyó con mayor magnitud la proliferación tanto en Nthy-ori 3-1 (-80%, p<0,01) como en 
TPC-1 (-70%, p<0,01). Al analizar el efecto combinado de RPI-1 con el antagonista se observó 
una disminución significativa y de mayor magnitud que cada tratamiento por sí solo en ambas 
líneas celulares (Nthy-ori 3-1: -91%, p<0,05; TPC-1: -90%, p<0,05). Estos resultados sugieren 
una modalidad aditiva de la activación de CXCR3 y RET en la proliferación de células epiteliales 
de tiroides. En Nthy-ori 3-1, CXCL11 fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de la 
proliferación, pero sin significancia estadística (de -91% a -72%). Curiosamente, en células TPC-
1 no se detectó el efecto “reversible” de CXCL10 o CXCL11 en prevenir la disminución de la 
proliferación celular, RPI-1 en la proliferación celular (de -81% a -67%, p<0,05). CXCL10 
presentó el mismo efecto, pero con menor magnitud y sin significancia estadística (de -81% a -
74%). En Nthy-ori 3-1, sólo CXCL11 fue capaz de revertir el efecto combinado de RPI-1 con el 
antagonista en la disminución de la proliferación celular por el tratamiento combinado. Estos 
resultados demuestran que CXCL10 y CXCL11 potencian la proliferación celular mediada por 
CXCR3 a través de la transactivación de RET, siendo éste el mecanismo celular por el cual 
CXCR3 puede contribuir a la transformación neoplásica para el desarrollo o progresión del 
cáncer papilar de tiroides. Debido a que previamente en esta tesis se determinó que el aumento de 
CXCR3A es lo que potencia la proliferación en células epiteliales de tiroides (Fig. 13D), fue 
importante evaluar si la proliferación celular inducida por el aumento de la expresión de 
CXCR3A estaría además potenciada por la transactivación de RET. Para esto se evaluó la 
proliferación celular mediante ensayos de MTT de células Nthy-ori 3-1 transfectadas con el 
vector vacío (Nthy-pTopo) y con 18C, 18D). Los resultados mostraron un aumento significativo 




Figura 17. La transactivación de RET por CXCL10 y CXCL11 está mediada por CXCR3 a través de la 
activación de la quinasa AKT. Las células Nthy-ori 3-1 fueron depletadas durante 4 h en presencia de distintos 
inhibidores de quinasas de CXCR3 y se estimularon durante 15 min con CXCL10 (100 ng/mL). WB representativos 
para la activación de RET (Y1062) en presencia de CXCL10, (a) un inhibidor de PLC (U-73122, 2 μM), (c) un 
inhibidor de PI3K (LY294002, 10 μM), (e) un inhibidor de ERK (PD98059, 20 μM) y (g) un inhibidor de P38 
(SB203580, 30 μM). Los valores densitométricos de al menos 3 experimentos independientes se normalizaron por su 
respectiva α-tubulina, se dividieron por los valores obtenidos en su control sin tratamiento y fueron graficados para 
las células tratadas con (b) U-73122, (d) LY294002, (f) PD98059 y (h) SB203580. Para comparar los tratamientos 
contra el control se utilizó el test de Wilcoxon y para comparar los distintos tratamientos entre sí se utilizó el test de 
Mann-Whitney (*= p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).  
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transfectadas con el vector vacío, el tratamiento con el antagonista (-36%, p<0,01), RPI-1 (-91%, 
p<0,001) y ambos tratamientos juntos (-96%, p<0,001) disminuyó la proliferación en forma 
significativa con respecto al control, en cambio este efecto perdió magnitud en las células 
transfectadas con CXCR3A con el antagonista (de +85% a +25%), RPI-1 (de +85% a -51%, 
p<0,05) y ambos tratamientos juntos (de +85% a -92%, p<0,05) (Fig. 18D). En ambas 
transfectantes CXCL10 (Nthy-pTopo: de -36% a -18%; Nthy-A: de +13% a +50%) y CXCL11 
(Nthy-pTopo: de -36% a +10%; Nthy-A: de +13% a +90%) fueron capaces de revertir la 
disminución de la proliferación causada por el antagonista, aunque sin significancia estadística 
(Fig. 18C). Además, CXCL10 fue capaz de revertir significativamente la disminución de la 
proliferación por el inhibidor RPI-1 en ambas transfectantes (Nthy-pTopo: de -91% a -62%, 
p<0,05; Nthy-A: de -51% a -26%, p<0,05) y con una magnitud incluso mayor para CXCL11 
(Nthy-pTopo: de -91% a -12%, p<0,05; Nthy-A: de -51% a 29%, p<0,05) (Fig. 18D). Estos 
resultados demuestran que el aumento de la expresión de CXCR3A potencia la proliferación 
mediante la transactivación de RET. Curiosamente sólo en Nthy-pTopo se revirtió 
significativamente la disminución de la proliferación en presencia AMG-487+RPI-1 con el 
ligando CXCL10 (de -96% a -67%, p<0,05) y del ligando CXCL11 (de -96% a -14%, p<0,05), 
mientras que Nthy-A no fue capaz de revertir la disminución de la proliferación provocada por 
ambos tratamientos. 
8.3.5. Transactivación de RET por IFN-γ en líneas celulares de tiroides. 
Para evaluar si la transactivación de RET en células de tiroides es exclusiva de los ligandos 
de CXCR3 o si también pudiese ser activado por otros ligandos pro-inflamatorios, se evaluó 
mediante Western blot la activación de la tirosina Y1062 de RET en presencia o ausencia de IFN-
γ en las células Nthy-ori 3-1 y TPC-1 (Fig. 19A). Al analizar los resultados de al menos 3 
experimentos independientes (Fig. 19B), los resultados indicaron que el ligando IFN-γ es capaz 
de activar al receptor RET en las células Nthy-ori 3-1 (+70%) y con menor magnitud en las 
células TPC-1 (+34%), aunque sin significancia estadística. Esto sugiere que la transactivación de 
RET no se produce exclusivamente mediante CXCR3 y que podría ser un mecanismo oncogénico 





Figura 19. Transactivación de RET por IFN-γ en líneas celulares de tiroides. (a) WB representativo 
de la activación de RET (Y1062) con IFN-γ (10.000 U/ml) durante 15 min en células Nthy-ori 3-1 y TPC-
1. (b) Los valores densitométricos de al menos 3 experimentos independientes se normalizaron por su 
respectiva α-tubulina y se dividieron por los valores obtenidos en su control sin tratamiento. Para 






La asociación entre el cáncer de tiroides y la inflamación es aún controversial y un tema de 
constante debate (Cunha et al., 2011; Ward, 2014). Durante los últimos años se ha sugerido que 
la inflamación confiere un mayor riesgo de transformación neoplásica maligna en tejidos de 
tiroides (Guarino et al., 2010) y que podría interferir en la progresión del cáncer (Ward, 2014). 
En tejidos tiroideos, la secreción de CXCL10 está asociado a tiroiditis y ha sido estrechamente 
relacionada con tumores tiroideos (Rotondi et al., 2013). La presencia de linfocitos Th-1 
CXCR3
+
 (que secretan INF-γ y TNF-α) estimula la secreción de los ligandos de CXCR3 en 
tirocitos (Rotondi et al., 2013; Rotondi et al., 2007). Así mismo, se ha reportado que INF-γ 
induce la secreción de CXCL10 en tirocitos aislados de tumores de CPT (Antonelli et al., 2009). 
Las evidencias en la literatura sugieren que la señalización de CXCR3 tiene efectos en el 
crecimiento, sobrevida, migración de las células y la angiogénesis del tumor (Goldberg-Bittman 
et al., 2004; Maru et al., 2008; Walser et al., 2006). Sin embargo, la función de la expresión de 
las variantes de CXCR3 y su relación con el cáncer de tiroides aún no se ha determinado y podría 
constituir las bases sobre las que se puede desarrollar quimioprevención o terapias para el cáncer 
papilar de tiroides. 
Recientemente se ha reportado que el perfil de expresión de las quimioquinas y sus 
receptores en células tumorales tiene una función importante en la transformación neoplásica y en 
la cascada de malignidad (Ben-Baruch, 2006). En particular, el receptor CXCR3 presenta 
variantes de splicing con funciones antagónicas, por tanto, para determinar la función de CXCR3 
en el CPT, es fundamental dirimir la contribución de las isoformas de CXCR3 y sus ligandos en 
el tumor.  
En esta tesis se propuso el estudio del perfil de expresión de las variantes de CXCR3 en 
tumores benignos y tumores de cáncer papilar de tiroides, y compararlo con el perfil de tejido 
control a fin de determinar si existe un cambio en la expresión de las variantes que pudiera estar 
relacionada con la transformación neoplásica o con la progresión del CPT. De igual forma al 
analizar los ligandos de CXCR3 en ambos tipos de tumor y compararlos con el tejido control, se 
intentó definir si existe un eje de señalización diferencial entre el tejido control respecto al tejido 
tumoral que pudiese estar asociado a la tumorigénesis. También se propuso estudiar si el perfil de 
expresión asociado a tejidos tumorales potencia la proliferación celular, siendo éste un posible 
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mecanismo de tumorigénesis del CPT. En la parte final de este estudio, se abordó con mayor 
profundidad el mecanismo mediante el cual CXCR3 estaría potenciando la transformación 
neoplásica a través de la transactivación del receptor tirosina quinasa RET. Este receptor ha sido 
previamente descrito como receptor oncogénico del CPT, principalmente a través de los 
rearreglos RET/PTC, pero se desconoce si su señalización es regulada por receptores de 
quimioquinas. De esta manera, en esta tesis se demuestra evidencia que sugiere que el 
microambiente inflamatorio a través del receptor CXCR3 podría potenciar la transformación 
neoplásica y el desarrollo del cáncer papilar de tiroides. 
La contribución de esta tesis a la hipótesis planteada en este estudio es evidenciada en los 
hallazgos que se resumen a continuación. Los resultados mostraron un aumento progresivo a 
nivel de proteína para CXCR3A y CXCR3B desde el tejido control, hasta el neoplásico (tumores 
benignos) y el tejido neoplásico maligno de tiroides (tumores de CPT), con una predominancia de 
CXCR3A en todos los tejidos analizados. Aunque las veces de aumento de CXCR3B fueron de 
mayor magnitud que las de CXCR3A, CXCR3A fue la variante de mayor expresión en tumores 
de CPT y en la línea epitelial de tiroides TPC-1 (derivada de un tumor humano). También se 
observó que en tumores de CPT no metastásicos (CPTnM), la inflamación fue condicionante para 
el aumento de todos los ligandos de CXCR3. CXCR3A y CXCL10 aumentaron 
significativamente en CPTnM y en células TPC-1, lo que generó una condición que podría 
promover la transformación neoplásica y/o el crecimiento del tumor. El estímulo inflamatorio 
representado por IFN-γ aumentó considerablemente los niveles de secreción de CXCL10, pero 
también provocó una disminución no significativa de CXCR3B (variante pro-apoptótica) en 
células Nthy-ori 3-1, sugiriendo que la señalización de CXCR3A (pro-tumoral) estaría favorecida 
en tumores con infiltrado inflamatorio. Consistentemente, CXCL10 y CXCL11 aumentaron 
significativamente y en mayor magnitud la fosforilación de AKT por activación de CXCR3A en 
células Nthy-ori 3-1 y TPC-1, pero sin presentar efecto en la proliferación celular. Esto se podría 
deber a que las vías de CXCR3A se encuentra en equilibrio con la de CXCR3B. El antagonista de 
CXCR3 presentó una disminución significativa en la activación de AKT inducida por CXCL10 y 
en la activación de AKT, ERK y P38 por CXCL11, estableciendo un patrón diferencial de la 
señalización de CXCR3 por ambos ligandos, pero identificando a la vía de transducción de señal 
de CXCR3A mediada por AKT como la vía de señalización de mayor magnitud del receptor. 
Esto se correlaciona con el efecto que presentó CXCL0 y CXCL11 en disminuir los niveles de 
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AMPc en células Nthy-ori 3-1, indicando que la señalización de CXCR3A es predominante sobre 
la de CXCR3B. En células TPC-1, CXCL10 y CXCL11 no tuvieron efecto en los niveles de 
AMPc, sugiriendo que la señalización de CXCR3 en células tumorales no estaría principalmente 
mediada por la activación de Gαi o Gαs, sino más bien por Gɣ que, según lo descrito para 
receptores de quimioquinas, activa principalmente a AKT y PLC (Thelen, 2001). En células 
Nthy-ori 3-1, el antagonista y el RNA interferente para el receptor CXCR3 disminuyeron 
significativamente la proliferación celular, demostrando funcionalmente que la señal proliferativa 
(mediada por CXCR3A) es predominante sobre la apoptótica (mediada por CXCR3B). Además, 
estos resultados constituyen una evidencia indirecta de que la expresión de CXCR3A es 
mayoritaria a nivel de la membrana celular y por ello el antagonista actuaría preferentemente 
sobre la señalización protumoral. Esto se comprobó, por el aumento en la proliferación celular 
que fue significativo en células que sobre-expresaron la variante CXCR3A y este efecto fue 
mediado por la activación de AKT. Con el fin de determinar el mecanismo de potenciación de la 
proliferación mediada por CXCR3A, se analizó la activación de RET por CXCL10 y CXCL11. 
Los resultados indicaron que en Nthy-ori 3-1, CXCL10 activa a Y1062 con mayor magnitud que 
Y905 y con una mayor magnitud que CXCL11. En TPC-1, CXCL11 fue el ligando que presentó 
los niveles más altos de fosforilación en RET y también en la Y1062. CXCL10 y CXCL11 a 
través de la activación de RET en Y1062 potenciaría la transformación y mitogénesis que 
desencadena la señalización de RET, previamente descrita mediante las vías PI3K y MAPK 
(Mulligan, 2014). Se comprobó que la activación de RET es dependiente de CXCR3 ya que un 
antagonista y el RNA interferente para CXCR3 fueron capaces de disminuir la fosforilación de 
RET en Y1062, como también la proliferación celular inducida por CXCL10 y CXCL11 en 
células que sobre-expresan CXCR3A. Estos resultados demuestran que un cambio en el perfil de 
expresión de las variantes de CXCR3, en particular, un aumento de CXCR3A, potencia la 
proliferación celular a través de la transactivación de RET, siendo éste el mecanismo molecular 
por el cual CXCR3 puede contribuir a la transformación neoplásica para el desarrollo o 
progresión del cáncer papilar de tiroides. Este mecanismo tumorigénico podría también participar 
en el crecimiento de tumores de CPT y de esta manera asociar a la inflamación como un factor de 
riesgo en la transformación neoplásica y en la progresión del cáncer papilar de tiroides. La 
proyección de este trabajo es proponer a este mecanismo de transactivación como una plataforma 
de señalización de otros receptores de quimioquinas o receptores inflamatorios que puedan 
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potenciar la proliferación celular en el tejido tiroídeo, a través de la activación de receptores 
tirosina quinasa. Estos receptores presentan un amplio espectro de expresión en la mayoría de los 
tejidos pre-neoplásicos y de esta forma podrían potenciar la transformación maligna dando cuenta 
de que la inflamación en la gálndula tiroides es un factor de riesgo de transformación neolpásica 
y del desarrollo del cáncer papilar de tiroides. 
9.1. Perfil de expresión de ligandos y variantes de CXCR3 en tumores benignos y en cáncer 
papilar de tiroides. El Aumento de la expresión de CXCR3A y CXCL10 en células 
tumorales de CPT está asociado a la transformación neoplásica del CPT. 
Los resultados iniciales de esta tesis mostraron un aumento en los niveles de proteína de 
CXCR3 y CXCL10 en CPT. La marca inmunoreactiva de CXCR3 y CXCL10 se localizó 
principalmente en las células epiteliales del CPT, pero también se observó un poco de marca en el 
infiltrado inmunitario. Por lo tanto, no se puede ignorar una contribución de las células inmunes 
al perfil de CXCR3A del CPT. De hecho, en punciones de aguja fina obtenidas desde neoplasias 
malignas de tiroides, se observó una mayor proporción de linfocitos CXCR3+/CCR5+ respecto a 
punciones de nódulos benignos (Jiskra et al., 2016). Esto confirma que en tejidos peritumorales, 
CXCR3 se expresa en células del sistema inmune como se ha descrito previamente (Lee et al., 
2013) y que pueden contribuir al aumento de CXCR3 detectado en tumores de CPT. Sin embargo, 
los resultados de esta tesis sugieren que el aumento de la expresión de CXCR3 en CPT se debe 
principalmente a un aumento de la expresión del receptor en las células epiteliales tumorales, con 
una menor contribución del infiltrado inflamatorio. Consistentemente con esto, lamayoría de los 
casos de CPT con tinción intensa para CXCR3 (80% de los casos) no presentaron tiroiditis y 
además, no se observó una diferencia significativa en la marca inmunoreactiva para CXCR3 entre 
los CPT con y sin tiroiditis. Adicionalmente, los niveles de proteína de CXCR3A y CXCR3B en 
CPTnM fueron mayores en pacientes sin tiroiditis, demostrando que el aumento de CXCR3 
proviene principalmente del epitelio y no del infiltrado inflamatorio. En el cáncer de ovario, la 
variante pro-tumoral se observó en el infiltrado inflamatorio, pero se detectó principalmente en el 
epitelio tumoral (Furuya et al., 2011). En resumen, estos resultados sugieren que el incremento de 
CXCR3 en CPT podría deberse principalmente a las células epiteliales y con una menor 
contribución de los linfocitos Th-1.  
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Los resultados obtenidos por inmunohistoquímica, sugirieron el análisis del perfil de 
expresión de las variantes en distintos tejidos neoplásicos de tiroides con el fin de evaluar si su su 
expresión se encuentra asociada a la malignidad tumoral. Los resultados mostraron un desbalance 
significativo de las variantes de CXCR3 en el tejido control (favoreciendo los niveles de 
CXCR3A sobre los de CXCR3B), que disminuyó (es decir, la expresión de las variantes de 
CXCR3 se balanceó) gradualmente de TCL-B al tumor benigno y luego a tumores de CPT 
(CPTnM y CPTM). El aumento de la proteína de CXCR3A y CXCR3B en el tejido tumoral 
respecto a TCL-B, sugiere la participación del perfil de variantes de CXCR3 en la transformación 
neoplásica. El nivel de proteínas de CXCR3A y CXCR3B más igualado (balanceado) encontrado 
en CPTnM sugiere que niveles similares de las variantes de CXCR3 podrían tener una función 
durante la transformación maligna o la progresión del tumor. En los tumores benignos y CPT, los 
niveles de proteína de CXCR3A y CXCR3B incrementaron significativamente respecto a TCL-B, 
pero CXCR3A fue la variante con mayor expresión en CPTnM. Además, ya que (i) la marca de 
CXCR3 se observó principalmente en el epitelio, (ii) los niveles de proteína de CXCR3A fueron 
significativamente mayores en TPC-1 que en Nthy-ori 3-1 y (iii) los niveles de proteína de 
CXCR3B en TPC-1 fueron menores que los de CXCR3A; nuestros resultados son una evidencia 
indirecta de que el aumento de CXCR3 encontrado en CPT por IHQ corresponde a la variante 
CXCR3A, que está principalmente expresada en las células epiteliales del CPT y con una 
contribución menor de las células inflamatoria (Beider et al., 2003; Furuya et al., 2011; Moser y 
Loetscher, 2001). 
A pesar de que CXCR3A fue predominante en CPT, se detectó un aumento inesperado de 
CXCR3B. En TPC-1, los niveles de proteína de CXCR3B disminuyeron respecto a Nthy-ori 3-1. 
Estos resultados apoyan que el incremento de CXCR3B encontrado en tumores benignos o CPT 
podría originarse de otros tipos de células en el tumor, más que de las células epiteliales. 
CXCR3B se expresa principalmente en células endoteliales (Lasagni et al., 2003), pero también 
se encuentra en fibroblastos, linfocitos T y en una variedad de neoplasias malignas, incluyendo 
las endocrinas (Billottet et al., 2013). En las células epiteliales del cáncer de mama, el aumento 
de CXCL10 induce la disminución del mRNA de CXCR3B (Datta et al., 2006). 
Consistentemente, en este trabajo se encontró un aumento del mRNA y proteína de CXCL10 en 
CPT, mientras que el mRNA de CXCR3B disminuyó significativamente. Inesperadamente, los 
niveles proteicos de CXCR3B aumentaron en todos los tejidos respecto a TCL-B. Esta 
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inconsistencia se podría deber a una reducción en la destinación del receptor a proteosomas o 
lisosomas, en que el receptor se expresa a nivel de proteína, pero los transcritos son 
prácticamente indetectables, como fue reportado en células polimorfonucleadas (Loetscher et al., 
1996; Loetscher et al., 1998). En conjunto, estos resultados sugieren un mecanismo para la 
disminución de CXCR3B a nivel de mRNA que sería inducido por CXCL10 en los tirocitos del 
CPT, y esto refuerza la idea de que el incremento de CXCR3B en CPT no se originaría en 
tirocitos. En el cáncer ovárico y renal, CXCR3B se detectó preferentemente en las células 
endoteliales (Furuya et al., 2011; Lasagni et al., 2003), sugiriendo que su activación podría 
inhibir la angiogénesis asociada al CPT. Otra posible fuente de un incremento de CXCR3B son 
las células con características de células madre (“stem-like cells”) de la tiroides. En cáncer de 
mama CXCR3B se encuentra aumentado respecto a CXCR3A entre 200 veces versus 8 veces 
respectivamente (Li et al., 2015). La evidencia en la literatura reporta, en su mayoría, una 
disminución de la expresión de CXCR3B en distintos cánceres (Datta et al., 2008; Furuya et al., 
2011; Wu Q. et al., 2012), que está en relación proporcional a una reducción en la actividad anti-
proliferativa y angiostática (Lasagni et al., 2003). Por el contrario, en distintos tipos de células 
tumorales, la sobre-expresión de CXCR3B inhibió significativamente la proliferación y promovió 
la apoptosis (Furuya et al., 2011; Kouroumalis et al., 2005; Zipin-Roitman et al., 2007), y en 
cáncer renal (Gacci et al., 2009; Suyama et al., 2005) y gástrico (Hu et al., 2015) se asoció 
respectivamente con la extensión de la necrosis tumoral y la actividad inmuno-angiostática, 
demostrando la función anti-tumoral del aumento de CXCR3B. Si bien los cambios en el perfil 
de expresión de CXCR3 podrían estar relacionados con etapas iniciales del desarrollo del cáncer, 
también podrían estar asociados a su progresión a la metástasis. CXCR3A se ha asociado a la 
progresión tumoral en el cáncer de próstata, ovarios, mama y renal (Datta et al., 2008; Furuya et 
al., 2011; Ma et al., 2009; Wu Q. et al., 2012). Al comparar CPTM respecto a CPTnM, se 
observó una disminución de ambas isoformas en CPTM, pero CXCR3A continuó siendo la 
variante predominante. Estos resultados, sugieren que la señalización de CXCR3A no jugaría un 
papel importante en la diseminación del CPT. Sin embargo, un estudio previó mostró que en 
tumores primarios que han hecho metástasis, las células que han pasado por EMT (transición 
epitelio-mesenquimal) mostraron una reducción en la tasa proliferativa, directamente relacionada 
a la diseminación y sobrevida de las células metastásicas (Evdokimova et al., 2009), que es 
consistente con una disminución de la expresión de CXCR3A. Se requieren más estudios para 
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entender como una señal debilitada de CXCR3A en CPTM podría favorecer la migración celular 
y en la invasión del CPT. 
Se han reportado funciones opuestas para los ligandos de CXCR3 dependiendo de la 
expresión de las variantes y su localización (estroma o célula epitelial tumoral) (Billottet et al., 
2013). En CPTnM, el aumento de CXCL10 y CXCL11 se asoció a un aumento de la expresión de 
CXCR3A, sugiriendo que la señalización de CXCR3A tiene una función durante la 
transformación neoplásica maligna. Por el contrario, todas las quimioquinas de CXCR3 se 
encontraron significativamente reducidas en CPTM. La disminución de ambas variantes y sus 
ligandos en CPTM, sugiere que la señalización de CXCR3 no estaría involucrada en la 
diseminación y la metástasis de los tirocitos hacia los linfonodos. Sin embargo, no podemos 
descartar que tenga una función en el crecimiento del tumor. Curiosamente, los ligandos de 
CXCR3 se encontraron significativamente aumentados sólo en CPTnM con tiroiditis, indicando 
que el microambiente inflamatorio es potenciador de la expresión de los ligandos de CXCR3, que 
serían principalmente inducidos por IFN-γ. De hecho, se ha reportado previamente en la literatura 
que la secreción de CXCL10 fue significativamente inducida por IFN-γ en tirocitos normales y 
derivados de tumores primarios de CPT (Antonelli et al., 2009). El estímulo inflamatorio (IFN-γ) 
promovió un cambio del perfil de los ligandos de CXCR3 en células epiteliales normales y 
derivadas de un tumor de CPT, a través de un aumento significativo en los niveles de secreción 
de CXCL10. La principal fuente de CXCL10 en el CPT son los infiltrados de linfocitos Th-1 y 
mastocitos (Antonelli et al., 2014; Melillo et al., 2010), los últimos han sido asociados a una 
función pro-tumoral en muchos tipos de cáncer y en el CPT (Khazaie et al., 2011; Melillo et al., 
2010). Los resultados de esta tesis demuestran que los tirocitos también serían una fuente 
importante de CXCL10 en un ambiente inflamatorio. El ligando actuaría en forma autocrina o 
paracrina, como ha sido descrito previamente en otros tumores (Lo et al., 2010). 
La función de las quimioquinas y sus receptores en la transformación maligna en el 
microambiente tumoral es un tema aún en debate. La inflamación crónica causa daños en el DNA 
en las células que proliferan (Hussain y Harris, 2007; Lu et al., 2006; Maeda y Akaike, 1998), 
llevando mediante distintos mecanismos a la transformación neoplásica (Lu et al., 2006). 
CXCL10 forma parte del sistema mediante el cual el IFN-γ causa daño al DNA, lo que asocia la 
expresión de CXCL10 con una función pro-tumorigénica. Además, la inflamación podría 
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provocar un aumento de los niveles de CXCR3 en el CPT a través de un aumento de su 
transcripción génica. Se ha descrito previamente que el ambiente inflamatorio induce la 
demetilación del promotor de CXCR3 (Lleo et al., 2015) o podría provocar particularmente un 
aumento de CXCR3A al inducir la demetilación de sitios CpG en zonas que flanquean la región 
intrónica de CXCR3 (Ma et al., 2015; Sampath Kumar, 2013). 
En el tejido tiroideo que ha sido sometido a un determinado daño, con citoquinas rodeando 
la lesión pre-tumoral, el reclutamiento temprano y la activación de leucocitos Th-1 y mastocitos, 
podría llevar a una secreción constitutiva de CXCL10, promoviendo (de manera autocrina o 
paracrina), la sobrevida de tirocitos y otras células mediante la señalización de CXCR3A. A su 
vez, una inflamación persistente y la secreción sostenida de CXCL10, podrían aumentar la 
expresión de CXCR3A en las células epiteliales, promoviendo la transformación neoplásica 
maligna a través de la señalización constitutiva de CXCR3A-CXCL10. Luego, en el tejido que ya 
es maligno, el eje CXCR3A-CXCL10 podría contribuir al crecimiento tumoral y la sobrevida 
celular y, por lo tanto, a la progresión tumoral, pero no estaría relacionado a la diseminación del 
tumor. La función que tiene el aumento de expresión de CXCR3B en el CPT, podría estar 
relacionada con una disminución en la angiogénesis del tumor y promover la inmunidad tumoral. 
9.2. CXCL10 y CXCL11 promueve la proliferación celular a través de la activación de AKT 
en células que sobreexpresan CXCR3A. 
Los resultados del análisis del perfil de expresión de las variantes de CXCR3 mostraron un 
aumento de ambas isoformas en tumores benignos y de CPT, pero sólo los niveles de proteínas 
de CXCR3A aumentaron en TPC-1 mientras que para CXCR3B se encontró una disminución 
respecto a Nthy-ori 3-1, pero sin significancia estadística. Estos resultados sugirieron que el 
aumento de CXCR3A detectado en los tumores de tiroides proviene en su mayoría del epitelio 
tiroídeo mientras que el aumento de CXCR3B sería de origen inflamatorio o estromal. CXCL10 
aumentó significativamente en tumores de CPT y su secreción fue significativamente inducida 
por INF-γ en células Nthy-ori 3-1 como en TPC-1. En biopsias de CPT, los niveles de CXCL11 
no aumentaron significativamente, pero el cambio en la expresión relativa fue mayor que para 
CXCL10. Como conclusión, se detectó un cambio en el perfil de la expresión de CXCR3A y 
CXCR3B en tumores de CPT que puede estar relacionado con el desarrollo o progresión del 
cáncer papilar.  
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Considerando que los resultados sugieren que el cambio en el perfil de expresión de 
CXCR3A sería predominantemente epitelial, se propuso estudiar el efecto biológico del 
desbalance en la expresión de las variantes, analizando primero la cinética de activación de las 
quinasas río abajo de la señalización de CXCR3. CXCL10 y CXCL11 mostraron un aumento 
significativo de la activación de AKT en Nthy-ori 3-1, mientras que sólo CXCL11 mostró este 
efecto en TPC-1. Esta diferencia se podría deber a que TPC-1 tiene el rearreglo RET/PTC que se 
encuentra constitutivamente activo y señaliza mediante AKT. Al ser constitutiva la señalización 
mediante AKT, es más difícil de determinar los aumentos en la señalización de la quinasa. A 
excepción de P38, las magnitudes de activación de todas las quinasas analizadas en TPC-1 fueron 
mayores que Nthy-ori 3-1. Estos resultados se correlacionan con el aumento de CXCR3A y la 
disminución de CXCR3B en TPC-1 respecto a Nthy-ori 3-1 indicando que los niveles de 
expresión de las variantes regularían proporcionalmente su señalización. En este contexto, se ha 
reportado que CXCL10 y CXCL11 aumentaron significativamente la fosforilación de ERK en 
células HEK293 transfectadas con CXCR3A (Berchiche y Sakmar, 2016). Así mismo, en la línea 
celular A549 (epitelio alveolar) con sobrexpresión CXCR3A, CXCL11 aumentó la fosforilación 
de AKT y ERK (Ji et al., 2008). En células MCF-7 (modelo epitelial de cáncer de mama), la 
disminución de CXCR3B disminuyó la activación de P38 (Balan y Pal, 2014). Evidencias en la 
literatura muestran que en linfocitos T, (que expresan niveles endógenos de CXCR3A mayores 
que CXCR3B, muy similar al perfil encontrado para Nthy-ori 3-1), la magnitud de activación de 
AKT por CXCL11 fue el doble de lo observado para CXCL10 y esto provocó un aumento del 
50% en la capacidad migratoria inducida por CXCL11 (Korniejewska, 2009). Estos resultados 
indican además, que hay una cierta correlación entre los niveles de activación de la quinasa y el 
efecto en la respuesta celular que induce. En Nthy-ori 3-1, la magnitud de activación de AKT por 
CXCL10 y CXCL11 fue muy similar (158%) y en TPC-1, (a pesar del aumento de CXCR3A) 
aumentó sólo a un 178%. Estos datos sugieren que la respuesta celular inducida por ligando 
podría aumentar con respecto al control no tratado en ambos modelos celulares, pero que la 
señalización de CXCR3inducida por ligando en TPC-1 no estaría más potenciada que en Nthy-ori 
3-1. Los resultados obtenidos confirman esto. Aunque la proliferación basal fue mayor en TPC-1 
que en Nthy-ori 3-1, ni CXCL10 ni CXCL11 potenciaron la proliferación celular. Anteriormente 
se ha descrito que CXCL10 no es capaz de aumentar la proliferación de células epiteliales de 
cáncer de mama (Datta et al., 2006) y que CXCL11 no aumenta significativamente la 
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proliferación de células epiteliales de pulmón (Aksoy et al., 2006) ni en células de carcinomo 
basal (Lo et al., 2010). Un equilibrio en la señalización de CXCR3A con CXCR3B podría 
explicar este efecto. Aunque CXCR3A es predominante en la expresión de CXCR3 en ambos 
tipos celulares y activa preferencialmente a AKT, se detectó un aumento importante en la 
activación de P38 por CXCL11 y CXCL10 por lo que es posible inferir un equilibrio en la 
señalización de CXCR3B con la de CXCR3A. La activación de AKT por CXCL10 y CXCL11 
estaría mediada principalmente por Gβγ mientras que la activación de ERK estaría mediada más 
bien por Gαi o Gαq que en ambos casos ha sido asociada a la activación de CXCR3A 
promoviendo la proliferación celular (Lau et al., 2014; Maru et al., 2008). En Nthy-ori 3-1, la 
inhibición de ERK por PD98059 en presencia de CXCL11 disminuyó la proliferación. Este 
mismo efecto ha sido descrito para células MC (Bonacchi et al., 2001) demostrando que ERK es 
quinasa río abajo de CXCR3A y que CXCL11 promueve una señal proliferativa. La activación de 
P38 en TPC-1 ya sea por CXCL10 o CXCL11 fue de menor magnitud que en Nthy-ori 3-1 y esto 
es consistente con el hallazgo de que receptores de citoquinas (factor de crecimiento 
transformante beta o TGF-β) en células tumorales de páncreas indujeron una menor activación de 
P38 respecto a células normales (Takekawa et al., 2002). Sin embargo, células TPC-1 
estimuladas con CXCL10 o CXCL11 y con el inhibidor de P38 (SB203580) presentaron una 
inhibición de la proliferación mientras que en Nthy-ori 3-1, el efecto observado fue opuesto y de 
acuerdo a la señalización apoptótica descrita para CXCR3B. En células de cáncer colorectal, la 
activación de la isoforma de P38α (que es la isoforma que principalmente se expresa y se inhibe 
por SB203580) potenció la sobrevida indicando que la actividad pro-apoptótica de P38 puede 
cambiar a una de sobrevida en una célula tumoral, por un cambio del blanco de acción 
normalmente activado por la quinasa (Comes et al., 2007). Adicionalmente, células de carcinoma 
escamoso de cabeza y cuello disminuyeron la proliferación al disminuir la expresión de P38α 
(Leelahavanichkul et al., 2014). Esto también puede explicarse por la capacidad que tiene 
CXCR3 para dimerizar con otros receptores como CXCR4 (Watts et al., 2013) o CCR5 (O'Boyle 
et al., 2012) y que en presencia del ligando CXCL11, potenciaría respuestas celulares 
antagónicas (Singh et al., 2013) 
Utilizando un antagonista de CXCR3 se determinó que la vía de señalización preferencial 
para CXCL10 y CXCL11 es AKT. Adicionalmente, CXCL11 también mostró un efecto 
importante del antagonista en la la señalización de ERK y p38. Estos resultados evidencian un 
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patrón de señalización similar para CXCL10 y CXCL11 en AKT, pero a su vez, dan cuenta de un 
perfil diferencial de transducción de señal entre ambos ligandos en la señalización de CXCR3. La 
señalización de CXCR3A por AKT (probablemente mediada por Gβγ) sería de mayor relevancia 
en la proliferación celular, que la mediada por ERK (mediada más bien por Gαi o Gαq). Esto se 
evidenció en los ensayos de proliferación celular, en que el inhibidor de AKT (LY294002) 
presentó una disminución de mayor magnitud que el inhibidor de Gαi (PTX). Estos resultados 
nos permitieron concluir que la señalización proliferativa en Nthy-ori 3-1 está mediada por la 
activación principalmente de AKT a través de Gβγ. El antagonista no tuvo mayor efecto 
inhibitorio sobre la activación de la mayoría de las quinasas de CXCR3, probablemente porque 
las vías de CXCR3A están potenciadas en TPC-1 por la sobreexpresión endógena de CXCR3A o 
porque el rearreglo RET/PTC presente en TPC-1 refuerzan aún más las vías de PI3K y MAPK. 
El antagonista de CXCR3 disminuyó la proliferación de Nthy-ori 3-1 como en TPC-1 lo 
que indicó que CXCR3A se expresa predominantemente en la membrana y que la señalización de 
CXCR3 es predominantemente proliferativa en células Nthy-ori 3-1 como en TPC-1. En células 
Nthy-ori 3-1, el efecto en la disminución de la proliferación por el antagonista en presencia del 
ligando (CXCL10 o CXCL11) fue signiticativo respecto al inducido por el ligando solo, mientras 
que en TPC-1, la significancia de este efecto se perdió para CXCL11. Estos resultados sugirieron 
que aumentos en CXCR3A potencian la señal proliferativa y, por tanto, el efecto del antagonista 
en inhibir la proliferación es menor. Por otro lado, el RNA interferente disminuyó la activación 
de AKT y la proliferación celular inducida por ligando confirmando que la señalización de 
CXCR3A es predominante sobre la de CXCR3B. Esto además se confirmó por la acción del 
antagonista en inhibir con significancia estadística los niveles de AKT por ambos ligandos con 
una correspondiente disminución en la proliferación celular. La señalización predominante de 
CXCR3A en Nthy-ori 3-1 también se comprobó por la disminución de los niveles de AMPc 
inducidos por CXCL10 y CXCL11, mientras que el antagonista tuvo el efecto opuesto. Así 
mismo, los inhibidores de las quinasas PLC, PI3K, ERK 1-2 y de Gαi disminuyeron la 
proliferación en presencia de CXCL10 y CXCL11, mientras que el inhibidor de P38 mostró un 
efecto contrario. Esto indica que la señalización de las quinasas PLC, PI3K, ERK 1-2 y de Gαi 
sería río abajo de CXCR3A y que P38 es una señal apoptótica en Nthy-ori 3-1 y sería mediada 
por CXCR3B. Esto último se confirmó al transfectar las células con CXCR3B que disminuyó la 
proliferación celular y que disminuyó con significancia estadística la expresión enzima HO-1 que 
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está río abajo de P38 potenciando el efecto antiproliferativo de CXCR3B. Esto es consistente con 
estudios en células de cáncer de mama y renal, en que la sobreexpresión de CXCR3B presentó el 
mismo efecto en HO-1 descrito en esta tesis  (Balan y Pal, 2014; Datta et al., 2010) potenciando 
la muerte celular a través de este mecanismo. Por otro lado, el efecto proliferativo de los ligandos 
de CXCR3 solo pudo detectarse al aumentar la expresión de CXCR3A en células Nthy-ori 3-1. 
Esto no se observó en células transfectadas con el vector vacío demostrando que un aumento de 
la expresión de la variante potencia la señalización mediada por CXCL10 y/o CXCL11. Así 
mismo, el tratamiento con IL-2 por 10 días en linfocitos, aumentó la expresión de CXCR3 y esto 
fue un requisito para detectar una proliferación celular inducida por ligando (Meiser et al., 2008). 
Resultados similares se observaron en células HEK293, en que lás células transfectadas con 
CXCR3A con CXCL10 aumentaron la proliferación, mientras que al transfectarlas con CXCR3B 
con CXCL10 disminuyeron la proliferación (Lasagni et al., 2003). 
Estos resultados indican que, en células normales de tiroides, CXCR3A activa respuestas 
proliferativas, mientras que CXCR3B promueve apoptosis. Por tanto, es poco probable que en el 
tumor, el aumento temprano de CXCR3B tenga un origen epitelial. Sin embargo, la inhibición de 
P38 en TPC-1 disminuyó la proliferación celular indicando que sería una vía de sobrevida y que 
actuaría regulando un blanco distinto que en la célula normal. Los resultados sugieren que la 
señalización de P38 por CXCL10 o CXCL11 en células normales o pre-neoplásicas sería 
apoptótica, pero una vez que la célula es tumoral, la señalización por CXCR3B, principalmente 
inducida por CXCL11 sería de sobrevida. Los resultados de esta parte de la tesis, indican que hay 
un cambio en la expresión de las variantes que ocurre en células epiteliales representado con un 
aumento de CXCR3A que potencia la señal proliferativa. Aunque los datos de esta tesis no 
relacionan el aumento de CXCR3B con una actividad mitogénica, la señalización de CXCR3B 
por CXCL11 en células epiteliales tumorales que activa la vía de P38 podría participar en la 
progresión del tumor a través de una potenciación de la sobrevida como se ha sugerido que 
ocurre en células “stem-like” de cáncer de mama (Li et al., 2015). 
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9.3. CXCR3A potencia la proliferación celular mediada por AKT a través de la 
transactivación de RET en células Nthy-ori 3-1. Nuevo mecanismo que potencia la 
tumurogenesis mediado por CXCR3 en tiroides. 
La gran diversidad de receptores acoplados a proteína G y su amplia distribución, sumado 
al importante papel que tienen los receptores de factores de crecimiento del tipo tirosina quinasa 
en la proliferación celular, sugieren que la transactivación de RTKs puede estar involucrada en la 
tumorigénesis y metástasis en múltiples tejidos, por lo que la investigación de dicho mecanismo 
es de gran interés tiene aún un amplio campo de desarrollo. Un hallazgo importante de esta tesis 
fue detectar que el inhibidor de RET disminuyó drásticamente la proliferación celular y este 
efecto se revierte con el ligando CXCL10 y CXCL11. Estos resultados indicaron que CXCR3 
activa a RET a través de un mecanismo de transactivación como se ha sido descrito previamente 
para otros receptores de tirosina quinasa (Chinni et al., 2008; Pai et al., 2002; Rajagopal et al., 
2004; Tsui-Pierchala et al., 2002; Tveteraas et al., 2012). 
RET/PTC es un oncogen muy conocido que se expresa en etapas tempranas del CPT y que 
tiene una función crítica en la oncogénesis del mísmo (Fusco y Santoro, 2007; Menicali et al., 
2012). Se ha reportado que en los CPT el rearreglo RET/PTC1 se encuentra con una prevalencia 
de aprox. 20-60% dependiendo de la población analizada (Bunone et al., 2000; Castellone y 
Santoro, 2008; Komminoth, 1997; Mulligan, 2014). Nuestra cohorte analizada estuvo dentro de 
este rango, con una prevalencia de un 22,5%. Más aún, los pacientes con patologías benignas 
analizados también presentaron este rearreglo y con una prevalencia de un 12,5%. Se ha 
reportado que RET/PTC puede estar presente en patologías benignas de tiroides con una 
prevalencia de 13,9% y hasta un 37,5% en casos de exposición a radiación (Elisei et al., 2001). 
Un estudio reciente describió que en nódulos benignos de tiroides hay una prevalencia de 
RET/PTC entre 26% y 68% de los casos (Najafian et al., 2017). Se ha propuesto que RET/PTC1 
en nódulos benignos puede causar una mayor tasa de crecimiento del tumor e incluso afectar a las 
células que no presenten el rearreglo mediante una señalización paracrina al inducir la 
sobrexpresión de receptores de quimioquinas y sus receptores (Marotta et al., 2010). La 
señalización de RET ha sido asociada a la inflamación, en particular con un aumento de la 
expresión de quimioquinas y sus receptores. Se ha reportado que el rearreglo RET/PTC1 es capaz 
de generar un programa proinflamatorio al aumentar la expresión de distintos genes, entre ellos 
CXCR4 y su ligando CXCL12, en tirocitos normales (Borrello et al., 2005; Castellone et al., 
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2004). La presencia de RET/PTC en pacientes benignos y el hecho de que no todos los modelos 
transgénicos que sobrexpresan RET/PTC1 generan CPTs (Menicali et al., 2012), es un indicio de 
que RET/PTC1 por sí solo no puede generar oncogénesis. Por ello, el ambiente inflamatoro 
asociado al tumor podría ser determinante en la oncogénesis del CPT. 
Al analizar los niveles de expresión de mRNA de RET, no se detectó diferencias entre 
tumores benignos y los de CPT, por lo que este receptor es de expresión de amplio espectro en 
patologías tiroídeas. Se ha descrito la expresión de RET en tejidos de tiroides normal y en CPT 
(Bunone et al., 2000; Fluge et al., 2001). Tambien se ha observado la expresión de RET en líneas 
de celulas foliculares normales (Nthy-ori 3-1) y derivadas de CPT (K1, B-CPAP, TPC-1, NPA) 
(Bunone et al., 2000; Maric et al., 2011). Los niveles de expresión de mRNA de RET/PTC1 se 
encontraron levemente aumentados en CPT que en tumores benignos, lo que sugiere que el 
aumento de expresión de RET/PTC podría tener una función en el mayor crecimiento del tumor, 
o en la potenciación aún mayor del microambiente inflamatorio. Al analizar el mRNA de RET en 
el modelo in vitro se observó una mayor expresión en las células TPC-1 que en las Nthy-ori 3-1. 
Se ha reportado la sobrexpresión de RET en cáncer de mama (Morandi et al., 2011), en tumores 
derivados de la cresta neural (Takaya et al., 1996), carcinomas del ducto biliar (Iwahashi et al., 
2002) y cáncer de pulmón (Kan et al., 2010), sugiriendo que su expresión podría estar 
relacionada con la tumorigénesis de estos tumores. La sobrexpresión de RET esta relacionada con 
progresión tumoral (peor pronostico) en cáncer de próstata y páncreas (Ito et al., 2005; Zeng et 
al., 2008).  
Como se ha descrito previamente, la expresión de RET/PTC1 se observó únicamente en las 
células TPC-1 (y no en Nthy-ori 3-1) (Maric et al., 2011), mientras que RET se expresó en 
niveles similares en ambas líneas celulares. En ambos casos, los ligandos CXCL10 y CXCL11 
fueron capaces de inducir la fosforilación del receptor. Estos datos sugieren que la 
transactivación de RET por CXCR3 podría estar asociada a tumorigénesis como también con la 
progresión del cáncer. La cinética de activación de RET por los ligandos CXCR3 permite inferir 
que este repector es transactivado en los residuos Y905 (a los 10 min) y con mayor intensidad en 
Y1062 (a los 30 min) a través de vías de señalización dependientes de CXCR3. La tirosina 
Y1062 se ha descrito que es esencial para la función transformadora y mitogénica que 
desencadena la señalización de RET mediante las vías PI3K y MAPK (Castellone y Santoro, 
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2008; Yamamoto et al., 2001). Se ha reportado que el ligando del GPCR AT1R (receptor de 
angiotensina II) es capaz de transactivar a RET en la tirosina Y1062 (Song et al., 2010). En Nthy-
ori 3-1 la transactivación provocada por ambos ligandos en la tirosina Y1062 tiene una intensidad 
similar, pero en TPC-1 la transactivación inducida por CXCL11 es de mayor magnitud que 
CXCL10. La activación de Y1062 es importante en la señalización de RET y su mutación 
previno la transformación tumoral en neoplasia endocrima multiple MEN2A (RET-MEN2A) y 
MEN2B (RET-MEN2B) (Asai et al., 1996; Segouffin-Cariou y Billaud, 2000). A su vez, una 
mutación en Y1062 inhibió la sobrevida dependiente de RET en células PC12 (De Vita et al., 
2000). La relevancia de la señalización de RET a través de la activación de Y1062 en cáncer 
tiroides se evidenció por el efecto de un anticuerpo de bloqueador de Y1062 que previno la 
proliferación celular inducida por EGF en células TPC-1 y NPA (Salvatore et al., 2000). 
Adicionalmente, los índices de fosforilación de Y1062 de RET son mayores en RET-MEN2B 
que en RET-MEN2A, lo que se correlaciona con una mayor señalización de PI3K y MAPK 
(Salvatore et al., 2001). Nuestros resultados indican que la cinética de activación de RET por 
CXCL10 y CXCL11 fue similar a la detectada para la quinasa AKT tanto en Nthy-ori 3-1 como 
en TPC-1, lo que sugiere que la activación de CXCR3A (y no CXCR3B) a través de AKT podría 
participar en la transactivación de RET. Varios estudios han mostrado que los GPCRs acoplados 
a proteínas Gαi (GPCRs-Gαi) son capaces de transactivar a RTKs (Crespo et al., 1994; Daub et 
al., 1996; Ptasznik et al., 1995). En contraste, hasta la fecha no existe evidencia concluyente de 
que los GPCRs acoplados a proteínas Gαs (GPCRs-Gαs) induzcan fosforilación de RTKs, 
excepto para el caso particularmente interesante del adrenoceptor b2 (Sánchez-Lemus, 2004). 
CXCL10 y CXCL11 son capaces de activar el rearreglo RET/PTC en las células TPC-1 y 
con una cinética similar al observado para RET, lo que confirma el mecanismo de transactivación 
de RET y su rearreglo por CXCR3 en células tumorales. Esto apoya la idea de que rearreglos que 
regularmente se expresan en forma constitutiva y su activación es independiente de ligando, 
pueden ser transactivados por receptores que están en membrana frente a un extímulo extracelular. 
Además, se ha observado que la actividad proliferativa de RET/PTC depende de la actividad del 
receptor EGFR, cuyo ligando EGF fue capaz de inducir la fosforilacion del rearreglo (Croyle et 
al., 2008). Estos resultados sugieren que aunque la expresión de RET/PTC es constitutiva en 
tirocitos tumorales, su señalización puede ser activada por ligandos de GPCRs, siendo éste un 
posible mecanismo de regulación de la progresión del CPT. 
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Utilizando el antagonista y los siRNA contra CXCR3 se revirtió la activación de Y1062 de 
RET inducida por CXCL10 y CXCL11. Estos resultados demuestran que la transactivación de 
RET es mediada por CXCR3. Luego utilizando inhibidores de quinasas de CXCR3 
determinamos que la fosforilación de RET en Y1062 es dependiente principalmente de la quinasa 
PI3K río abajo de CXCR3. Evidencia en la literatura nos permite sugerir que la transactivación 
de RET por CXCR3 es dependiente de AKT. Se ha descrito que la activación de proteínas Gαq 
induce transactivación de RTKs a través de procesos mediados tanto por la subunidad Gαq como 
el complejo βγ, mientras que los receptores acoplados a proteínas Gαi inducen la transactivación 
sólo a través de los complejos βγ. Una vez que el RTK se autofosforila, la cascada de 
señalización es idéntica a la que seguiría un RTK activado por su ligando endógeno, que implica 
la unión de proteínas adaptadoras que poseen dominios SH2 a las fosfotirosinas del receptor y la 
activación subsecuente de la vía Ras-Raf-MEK-ERK (Sánchez-Lemus, 2004).  
Se han descrito efectos sinérgicos en la señalización celular que estan mediados por el 
mecanismo de transactivación (Puri y Salgia, 2008; Sohn et al., 2014). El efecto aditivo de la vía 
de señalización de CXCR3 y RET a través de la transactivación de RET por CXCR3 se estudió 
en Nthy-ori 3-1 y TPC-1. Se detectó una mayor inhibición de la proliferación por efecto del 
inhibidor RPI-1 y el antagonista de CXCR3 en conjunto. La disminución en la proliferación por 
estos inhibidores por separado fue de menor magnitud, sugiriendo un efecto aditiva entre CXCR3 
y RET. En particular, CXCL12 (ligando de CXCR4) junto a EGF (ligando de EGFR), potencian 
de manera sinérgica la activación del receptor EGFR (Pattarozzi et al., 2008). En células 
transfectadas con CXCR3A, CXCL10 y CXCL11 revirtieron los efectos de inhibición en la 
proliferación de RPI-1 con mayor potencia que las células transfectadas con el vector vacío, 
demostrando que un aumento de la expresión de CXCR3A potencia la transactivación de RET. El 
mismo efecto fue observado para el antagonista por sí solo, en que el rescate de la inhibición de 
la proliferación causado por el antagonista en células transfectadas con CXCR3A, fue mayor que 
en las células control. Esto indica que el aumento de la expresión de CXCR3A es funcional 
probablemente por un aumento de la exportación del receptor a la membrana, como se ha descrito 
en células HEK293 transfectadas con CXCR3A (Berchiche y Sakmar, 2016). Sin embargo, el 
rescate del efecto inhibitorio RPI-1 junto con el antagonista fue mejor en las células control que 
en las células transfectadas con CXCR3A. Esto se explicaría por una atenuación de la 
señalización de otros GPCRs como CXCR4 o CXCR7 (que podrían eventualmente transactivar a 
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RET) debido a la sobrexprexpresión de CXCR3A. Esto se ha reportado anteriormente para la 
sobrexpresión de H2R y βAR sobre la señalización de otros GPCR expresados endógenamente y 
que utilizan la misma proteína G para señalizar (Tubio et al., 2010). 
El efecto aditivo de la señalización de CXCR3 sobre RET se demostró en células Nthy-ori 
3-1 transfectadas con el vector control en la reversión del efecto inhibitorio en la proliferación 
celular inducido por RPI-1 junto con el antagonista provocado por el ligando, que fue de menor 
magnitud de la reversión observada al incubar las células en forma separada con RPI-1 o el 
antagonista. Este efecto se observó de manera significativa solo en las células transfectadas con el 
vector vacío y no en las células sin transfectar. INF-γ fue capaz de transactivar a RET en Y1062, 
pero sólo de manera significativa en Nthy-ori 3-1. De esta manera, IFN-γ potenciaría la 
transformación neoplásica a través de dos estrategias, induciendo la expresión de ligandos 
(CXCL10 y CXCL11) que transactivan a RET a través de CXCR3 o de manera más directa, 
induciendo directamente la transactivación de RET a través del receptor de IFN-γ. En células 
epiteliales, IFN-γ ha mostrado este mecanismo para EGFR (Burova et al., 2007). 
10. CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 
En resúmen, estos resultados demuestran que un cambio en el perfil de expresión de la 
variante de CXCR3A en células epiteliales y su activación por CXCL10 y CXCL11 potencia la 
proliferación celular a través de la transactivación de RET (Fig. 20). Éste es el mecanismo que se 
propone en esta tesis por el cual CXCR3 puede contribuir a la transformación neoplásica y el 
desarrollo del cáncer papilar de tiroides. La transactivación de rearreglos RET/PTC por CXCR3 
podría participar en la progresión del cáncer papilar potenciando, por ejemplo, el crecimiento del 
tumor. La transactivación de RET (receptor oncogénico) por CXCR3 (inicialmente asociado a la 
inmunidad celular de tumores de tiroides) permite asociar más entrechamente a la inflamación 
como un factor de riesgo en el desarrollo del cáncer de tiroides que es la principal interrogante de 
este trabajo de tesis. La proyección de este trabajo es proponer a este mecanismo de 
transactivación como una plataforma de señalización ampliada a otros receptores de 
quimioquinas o receptores inflamatorios que puedan potenciar la transformación neoplásica a 




Figura 20. CXCR3 promueve la oncogénesis del cáncer papilar de tiroides a través de la 
transactivación de RET mediada por la activación de AKT. El mecanismo relaciona el microambiente 
inflamatorio como factor de riesgo para el desarrollo del cáncer en la tiroides. Se ha descrito previamente 
que el ambiente inflamatorio (representado por la secreción de IFN-γ) potencia la señalización de CXCR3 
a través de un aumento de la secreción de CXCL10 y CXCL11 en distintos tipos celulares que actuarían 
en forma auto y paracrina dentro del tumor. El aumento de los ligandos de CXCR3 provocarían el 
reclutamiento de linfocitos Th-1, que secretan interferón gamma, perpetuando así la reacción inflamatoria 
en cadena del tejido tiroídeo, generando una inflamación crónica. El modelo plantea que el microambiente 
inflamatorio induciría el aumento de la expresión de CXCR3A en las células epiteliales, las que 
potenciarían la transformación neoplásica por acción de CXCL10 y CXCL11 que promueven la 
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Anexo 1. Esquema del vector de clonamiento pTopo y el plásmido pTopo-LacZ. El vector pTopo (a) 
contiene el promotor eucarionte CMV y se utilizó para clonar CXCR3A y CXCR3B con y sin el epítope 
V5. El plásmido pTopo-LacZ (b) contiene el gen de la β-galactosidasa bajo el promotor eucarionte CMV 
y se utilizó para estandarizar la técnica de transfección con LipofectAMINE 3000. Esquemas extraídos del 
manual del producto. 
 
 
Anexo 2. Análisis de la expresión del mRNA de CXCR3A y CXCR3B en tejidos contralaterales de 
pacientes con patologías benignas y CPT. Análisis de los valores recíprocos de los promedios de cT de 
CXCR3A y CXCR3B normalizados por el cT de actina (ACTB) en 30 TCL-B, en 40 tejidos 
contralaterales de CPT no metastásicos (TCL-CPTnM) y 35 tejidos contralaterales de CPT metastásicos 
(TCL-CPTM). Los datos se muestran como el promedio ± error estándar. Se utilizó un t-test no pareado 






Anexo 3. Expresión de CXCR3 total en tejidos de CPT con (PTC+T) y sin tiroiditis (PTC-T). 
Análisis cuantitativo de la intensidad de la marca de CXCR3 en 30 CPT analizados por IHQ respecto a sus 
tejidos contralaterales (TCL-CPT). Adicionalmente, los CPT se categorizaron en CPT con y sin tiroiditis. 
Los valores graficados representan la intensidad de la señal de CXCR3 en CPT (barras negras) y sus 
respectivos TCL-CPT (barras blancas) con tiroiditis (+T, 10 casos) o sin tiroiditis (-T, 20 casos) 
normalizados por el número total de células analizadas en cada muestra. Los datos se muestran como el 
promedio ± error estándar. Se utilizó un t-test no pareado para determinar la significancia estadística 





Anexo 4. Análisis histológico de CXCL10 en tumores de CPT. (a) Fotomicrografias representativas de 
la expresión por inmunohistoquímica (IHQ) de CXCL10 (Anticuerpo R&D, AF-266-NA) en CPT y sus 
respectivos tejidos contralaterales (TCL-CPT). TCL-CPT (A) y CPT (B) incubados sin anticuerpo 
primario. TCL-CPT (C) y CPT (D) incubados con anticuerpo primario. La barra corresponde a 50 µm. (b) 
Análisis cuantitativo de la intensidad de la marca de CXCL10 en 16 CPT analizados por IHQ. Los valores 
graficados representan la intensidad de la señal de CXCL10 en CPT y sus respectivos TCL-CPT 
normalizados por el número total de células analizadas en cada muestra. (c) Tabla de intensidad de 
CXCL10 en los pacientes CPT analizados por IHQ. La intensidad se definió según los siguientes criterios: 
Negativa, representa ausencia de señal o tinción muy tenue, corresponde a valores <  de TCL-CPT + 0,5 
DE; Débil, corresponde a valores <  de TCL-CPT + 1,0 DE; Moderada, corresponde a valores <  de 
TCL-CPT + 3,0 DE; Intensa, corresponde a valores >  de TCL-CPT + 3,0 DE. DE= Desviación estándar. 
Las muestras con tinción débil, moderada e intensa se consideraron con tinción positiva para CXCL10. 
Los datos se muestran como el promedio ± error estándar. Se utilizó un t-test pareado para determinar la 





Anexo 5. Clonamiento de CXCR3A y CXCR3B en el vector de expresión eucarionte pcDNA3.1/V5-
His© TOPO® TA (pTopo). (a) Representación esquemática de las variantes a clonar en el vector pTopo 
junto al control sin inserto. (b) PCR analítico de las bandas que fueron aisladas desde un cDNA mix de 
tejido contralateral de pacientes con patologías benignas (TCL-B) y células Nthy-ori 3-1 (Nthy). (c) PCR 
en colonias de las bacterias E. coli TOP10 transformadas con las variantes clonadas. Se utilizaron los 
partidores T13 (F) junto a CXCR3 (R) (TR) que amplifican solo los clones con insertos orientados 
correctamente, y los partidores T13 (F) junto a CXCR3 (F) (TF) que amplifican los clones con insertos 
orientados incorrectamente. Se muestran en rojo los clones positivos para CXCR3A y CXCR3B. El 
control negativo corresponde a la reacción sin DNA. (d) Ensayo con enzimas de restricción para 
corroborar la clonación de los clones positivos. La enzima SspI (S) es capaz de linearizar los plásmidos 
debido a que los corta en un solo sector (fuera del inserto). Las enzimas HindIII (H) y XhoI (X), en 
conjunto, son capaces de escindir los fragmentos clonados debido a que sus cortes flanquean el área de 
múltiple clonamiento y no cortan a los insertos. (e, panel superior) Secuenciación de los clones positivos 
para CXCR3B y CXCR3A. El panel de arriba muestra sectores representativos de cromatogramas de un 
clon de CXCR3A y un clon de CXCR3B desde el codón de inicio de cada clon. (e, panel inferior) Tabla 
resumen del alineamiento de los clones secuenciados con la secuencia de referencia de las variantes de 





Anexo 6. Optimización de la transfección con DNA en Nthy-ori 3-1. Se optimizaron las condiciones de 
transfección de DNA en la línea celular Nthy-ori 3-1. (a) Evaluación de la toxicidad del reactivo 
lipofectAMINE 3000 (LF3000) en placas de 24 pocillos con 2 cantidades distintas del reactivo durante 48 
h. (b) Optimización de las condiciones óptimas de transfección con el reactivo lipofectAMINE 3000 a 48 
h. transfectado con un plásmido que sobrexpresa la enzima β-galactosidasa. Se utilizaron 2 cantidades de 
DNA, 2 cantidades de LF3000 y se retiraron los complejos (ADN-LF3000) en distintos tiempos después 
de la transfección. Las células se fijaron y se evaluó la transfección incubando las células toda la noche 
con X-GAL. (c) Porcentaje de células transfectadas y sobrevida respecto al control en cada condición. En 






Anexo 7. Expresión de mRNA de CXCR3A y CXCR3B en Nthy-ori 3-1 transfectadas con CXCR3A, 
CXCR3B y un vector vacío (pTopo). Análisis de Pfaffl de los transcritos CXCR3A y CXCR3B 
amplificados por qPCR en células Nthy-ori 3-1 transfectadas con CXCR3A (Nthy-A) o CXCR3B (Nthy-
B) respecto a células transfectadas con pTopo. Los datos se muestran como el promedio ± error estándar 
de al menos 3 experimentos independientes. Se utilizó un test de Wilcoxon para determinar la 





Anexo 8. Optimización de la transfección con siRNA en Nthy-ori 3-1. Se optimizaron las condiciones 
de transfección de siRNA en la línea celular Nthy-ori 3-1. (a) Evaluación de la toxicidad de 
DHARMAFECT 1 (DF) en placas de 24 pocillos con 2 cantidades distintas del reactivo durante 24 y 48 h., 
con dos medios distintos (medio completo=FM; optimem 10% FBS= Opt) y sin retirar los complejos 
siRNA-DF. Se visualizaron los núcleos utilizando la tinción DAPI mediante microscopía de florescencia. 
(b) Optimización de las condiciones de transfección con 1,25 µL de DF a 24 y 48 h. transfectando con un 
siRNA florescente (SigloRisc Free Oligo). Se utilizaron 2 cantidades de siRNA y dos medios distintos 
(FM y Opt), sin retirar los complejos siRNA-DF. Las células se fijaron y se evaluó mediante microscopía 
de florescencia. (c) Porcentaje de células transfectadas. En verde se muestra la condición elegida para 
transfectar. 
